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inhibiteurs de 1 • infection par un retrovirus hiv, 
capables d'interagir avec le recepteur CD2 6. 

La presente demande concerne des moyens permettant 
1' identification et la preparation de nouveaux 
inhibiteurs de 1- infection par un retrovirus humain 
Hiv. Elle concerne notamment des cellules et des 
organismes rcombinants capables d'exprimer a la fois l e 
recepteur humain CD4 et le recepteur humain CD26. 

Le virus humain de 1 • immuno-def icience (HIV) est 
1' agent etiologigue du syndrome d ' immuno-def icience 
acguise (SIDA) et des troubles apparentes. Jusgu'a 
present deux types distincts mais apparentes de 
retrovirus, le type HIV-i et le type HIV-2 ont ete 
identxfies. L- infection des lymphocytes T CD4+ des 
monocytes et des macrophages par HIV, nece'ssite 
1' interaction des produits du gene env du virus avec 
le recepteur CD4 cellulaire (Klatzman D, et al. Nature 
1984 ; 312:767-768). 

Le gene env de HIV code pour une polyproteine 
precurseur gui est clivee par une protease cellulaire 
conduisant a la production de glycoproteines extra- 
cellulaires ou de surface (su) et transmembranaires 
(TM) (Eiden LE, et al. Immunol. Today i 992 - 
13:201-206). La proteine de surface, par le biais 
d- interactions non covalentes avec la proteine 
transmembranaire est exposee a la surface des cellules 
infectees ou a la surface des particules virales. 

Le recepteur CD4 est une glycoproteins composee 
d'une region extracellulaire amino-terminale contenant 
quatre domaines apparentes a la famille des 
immunoglobulines et d'une region carboxy-terminale 
contenant les domaines transmembranaire et 
cytoplasmic^ (Eiden et al) . Le premier domaine amino- 
terminal de la molecule CD4 apparait etre le ''site 
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principal de liaison des proteines de surface de HIV 
En consequence, cetta liaison induit un change^ent de 
conformation du complexe SU-TM (complexe forme par les 
glycoproteines de surface et trans.embranaires, 
permettant 1 • interaction du domaine amino-terminal de 
la proteine transmen^ranaire avec la membrane 
cellulaire, causant ainsi la fusion des membranes 
virale et cellulaire (Marsh M, et al Immunol. Today 
1988 ; 8:369-371) ; Eiden LE • et al . Immunol. Today 1992 
; 13:201-206 ; Putney S. et al TIBS 1992 ; 17:19l-i 96) 
cependant avant la fusion, la proteine de surface 
pourrait subir une modification par clivage 
proteolytic^, qui dans i. cas de la proteine de 
surface de HIV-l (GP120) semble avoir lieu au niveau du 
troisxeme domaine variable, communement appele "boucle 
V3», c'est-a-dire le domaine principal de 
neutralisation (PND) (Moore JP , et al AIDS . 
5:S21-S33). 

Differentes observations ont jusqu'a present 
permis de penser que la boucle V3 joue un role critique 
dans 1 » infection par HIV-l : 

1) Des anticorps neutralisants produits naturellement 
chez des patients seropositifs pour HIV-l sont 
principalement diriges centre la boucle V3 (Goudsmit J 
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988 ; 85:4478-4482)' 

2) Des anticorps monoclonaux specif iques de la boucle 
V3 n-affectent pas la liaison de la gpi 2 0 au recepteur 
CD4 mais bloquent le processus de fusion (Kinney-Thomas 
E, et al. AIDS 1988 ; 2:25-29) ; 

3) Des mutations dans la boucle V3 generent des virions 
dont le caractere infectieux est reduit (Grimaila rj, 
et al. J. Virol. 1992 ; 66:1875-1883) ; 

4) Des mutations dans la boucle V3 modifient le 
tropxsme cellulaire (Chesebro B, et al . j. virol 
1992 ; 66:6547-6554) et suscitent une modification dans 
le phenotype de HIV en tant que virus induisant "un 
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syncytium ou n • induisant pas un syncytium (De Jong jj, 
et al. J. Virol. 1992 ; 66:6777-6780). 

La boucle V3 contient de 35 a 41, notamment 
environ 36 acides amines dont les cysteines aux deux 
extremes sent reliees, par un pont disulfure formant 
une boucle. La boucle Vj contient des residus basiques 
conserves et en outre la sequence a proximite des 
cysteines liees, est similaire dans la plupart des 
isolats. (Clements GJ, et- al . AIDS Res. H um. 
Retroviruses 1991 ; 7:3-16)/ Par consequent, il sem ble 
qu'H existe une pression de selection pour conserver 
les sequences specif iques dans la boucle v 3 . Les 
anticorps monoclonaux diriges contre des peptides (15- 
mer) representant le sommet ("crown") de la boucle V3 
ont la capacite de neutraliser HIV-l (Langedijk J PM , et 
al. J. Gen. Virol. 1991 ; 72:2519-2526), cela suggere 
que les residus (acides amines) du sommet de la boucle 
sont impligues dans les interactions f onctionnelles de 
la boucle V3 . 

Jusqu'a present aucune preuve directe n'a pu etre 
etablie concernant le fait que le clivage de la boucle 
V3 serait essentiel pour 1- infection par HIV, bien que 
la gpi20 purifiee ait pu etre clivee en fragments de 50 
et 70 kDa par dif ferentes proteases : la trombine et la 
tryptase clivent le site tryptique (GPGR 1 AFVT) , alors 
que la cathepsine E clive un site chymotrypsine-like 
(GPGRAF I VT) (Clements GJ, et al. AIDS Res. Hum. 
Retroviruses 1991 ; 7:3-16). 

Les inventeurs se sont interesses a une sequence 
particuliere de la boucle V3 de la glycoproteine de 
surface de l'enveloppe du retrovirus HIV-l, distincte 
de celles qui ont fait l'objet d'experience dans l'art 
anterieur, et aux sequences correspondantes des 
retrovirus HIV-2 et SIV. lis ont observe qu'un tres 
grand nombre d'isolats (plus de 90%) identifies de 
HIV-l presentent un motif peptidique constitue par la 
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sequence decides amines c ly - Pro - Gly (Glyclne . 

Proline - Glycine ou selon le co(Je 4 ^ 

Plus P»rticuUe^„t un motif G l y - Pro , conserve ce 
~txf GP ou GPG reste an outre inchang. in vivo pendant 
plusieurs annees chez des individus infectes par HIV-l 
alors que d'autres substitutions apparaissent dans la 
boucle V3 (HolmbacK et coll. j. virol . 
67:1612-1619). i»»J, 

htv „ P1US ' 1,ensemble isolats identifies de 

HIV-l. „ IV - 2 et SIV presentent a 1 • extremite N- 
terminale de la boucle V3 un motif dipeptidigue 
conserve RP (Arglnine . Prollne) . paf >u ^ 

HIV-2 et 81V. on trouve aussi u„ Botif dipeptidigue 
E <Z1 ^ ' Ar9inine - P ™"-> - Cosine- pLxine, . 

Proline, glU <; a " 1 * Ue - P ™ li -> - » (A=ide aspartiguel 
Pa" ailV " 1 eXtr ^ i " C-te«inale de la boucle V 3 . 

moti ■ , : P ° Ur 2 " SIV ' °" — i un 

^tif dipept ldl gue conserve RP (Arginine - Proline, ou 

Zclfv^ " Pr ° line ' 4 -terminale de la 

En dehors de la boucle V3, dans le oas de HIV-l 
on trouve plusieurs motifs conserves, par exempie les 
seguences IPI (Isoleucine-Proline-Isoleucine, . GPC 

(Glycine-Proline-Cyst.ine, .PRSfProline-Proline-GlVoine, 
sxtues respectivement aux acides amines les et Le de' 

SU et 41! de ™. par rapporta la seguence consensus de 
Myers et al (1992). us ae 

=es' VentSUrS *•*•«*« <»— ^elle mesure 

motifs peptidigues conserves pourraient etre 
associes a 1 ' infection par le retrovirus „lv. Il s " t 

faire l. ob] et d . U ne interaction avec une molecule 
differente du recepteur CD4, presente sur des cellules 
infectables par le retrovirus HIV, ou SIV 

m^an^ lnVente " rS ° nt ai " si "-tifie un nouveau' 
* eMnlS,e "tervenant dans !■ infection par le 
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evidence une nouvelle etape de !• infection des cellules 
Isoldes (dont les cellules T) des patients 
contanunes par le retrovirus hiv. h s ont ainsi 
demontre gu'une etape necessaire a 1- entree du 
retrovirus dans les cUlules (encore designee fusion 
virus/cellule), fait intervenir une molecule differente 
du recepteur CD4 . Cette etape peut en outre etre 
xmplxguee dans la fusion cellulaire (fusion 
cellule/cellule) qui peut se produire 
1 infection, pour donner lieu a la formation de 
syncytxa. Conferment a ce nouveau mecanisme, un 
recepteur (DPPIV/CD26) present a la surface des 
cellules sensibles a !• infection par le retrovirus HIV 
ou SIV, est necessaire a !• infection de ces cellules 
par le retrovirus, en plus du recepteur CD4 deja 
identifie comxne etant une molecule reguise pour 
1 xnfection des cellules par le retrovirus. 

Dans le cas de 1 • infection de cellules CD4 " par 
exemple l es cellules neuronales SK-N-MC ( Xi Ling Li et 
coll j. Virol. 1990, 64: 1383-1387) ou les cellules 
epxtheliales (Fantini et al, PNAS, 1993, 90:2700-2704) 
les inventeurs ont identifie la presence de ce nouveau 
recepteur (DPPIV/CD26, qui devrait intervenir dans 
1 'entree du virus dans les cellules CD4 " . 

Les inventeurs ont maintenant demontre qu . U ne 
proteine cellulaire de surface interagit avec les 
glycoproteines de 1'enveloppe de HIV ou de siv en 
particulier au niveau de la boucle V3 et ' est 
susceptible de la cliver. Ce clivage aurait lieu en un 
site non identifie comme tel jusgu'a la presente 
invention. La proteine cellulaire de surface est la 
dipeptidyl peptidase iv (DPPIV) egalement appelee 
antxgene ou recepteur CD26 (Barclay AN, et al . (1993, 
Facts book. London : Harcourt Brace Jovanich) . La DPPIV 
est une protease de surface cellulaire (EC 3. 4. 14.5) 



WO 94/28915 



PCTAFR94/00662 



qui 



possede en general une activite d • exopept idase et 
dans certaines conditions une activite d • endopeptidase 
(Nagatsu T, et al . Anal. Biochem. 1976 ; 74:466-476 - 
Kudo M , et al J. Biochenu 1985 ; 97:1211-1218 - Kenny 
AJ, et al. Biochem. J. i 9 76 ; 155:169-182). Son 
actxvxte enzymatique peut, etre testee par le clivage de 
dxpeptides synthetiques couples au substrat chromogene 
p-nxtroanxlide (para-nitroanilide) , ces peptides ayant 

Z t4 r gU v nCe X - Pr °- p - nit — iUd., pour produire un 
peptxde X-Pro et de la p-nitroaniline (Nagatsu t et 
al. Anal. Biochem 1976 ; 74:466-476) x pouvant etre de 
preference un residu acide amine Glycine (Gly) , Alanine 

Glu ' t T"* (LyS) ' Arginine (Arg) ' ACide ^lutamique 
(Glu) et Acxde Aspartique (Asp) . 

L'antigene CD26 est largement exprime sous la 
forme d'une glycoproteine transmembranaire de no a l 20 
kDa qui est identique alia serine protease de surface 
cellulaxre a p pe iee dipeptidyl peptidase IV. cette 
enzyme qui est generalement consideree comme une 
exopeptxdase, clive des dipeptides dans la partie 
amxno-termxnale de substrats polypeptides, des lors 

Hst l av d ant " dernier r6sidu est un r6sidu > 

c est-a-dxre que cette enzyme permet le clivage de X- 
P-polypeptides, P etant un residu Proline, iorsgue x 
est un acxde amine N-terminal libre (Kudo M, et al j 
Bxochem. 1985 ; 97:1211-1218). En outre, la DPPIV a'ete 
decrxte comme capable de catalyser un clivage 
endopeptxdase-like", apres un motif dipeptidique »GP- 
lxk.» au sein de peptides synthetiques (Kenny AJ, et 
al Bxochem. J. 19 76 ; 15 5:169-182) et de se fi xer au 
collagene (Beauvois B, et al. I. „ arce i Dekker ■ (M . 
New Y ork , 1991) . La DPPIV lie le collag , ne mais ^ 

ixaxson n-affecte pas son activite enzymatique (Hans*i 
C, et a . Exp . cell Res. 1988 ; 178:64-72), suggerant 
axnsx l^exxstence de sites d'accrochage et catalytique 
aans dxfferents domaines de DPPIV/CD26. 
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La DPPIV est une glycoprotein comportant 
PlUSleU " Raines oligosaccharidigues liees a des 
residus n. La sequence hydrophobe pres de 1 • extremite 
amxno-terminale (peptide signal) de cette ectoenzyme 
fonctxonne comme un domain, d'ancrage a la membrane,' 
les 6 acides amines N^-terminaux formant un domaine 
cytoplasmic^ et 1- extremite carboxy-terminale de la 
protexne constituant le domaine extracellulaire (Ogata 
S, et al. J. Biol. Chem. 1989 ;. 264:3596-3601 - Hong W 
et al. J. cell Biol. 1990 ; 111:323-328). Cette enzyme 
exxste dans une grande variete de tissus y compris dans 
des organes lymphoides et non-ly m phoides (Gorrel MD, et 
al. Cell. Immunol. 1991 ; 134:205-215). Elle est 
exprimee sur les membranes apicales de cellules 
epitheliales (bordures en brosse et surfaces 
canaliculars) , endothelials, de certains lymphocytes 
T, des cellules f olliculaires dendritigues et des 
macrophages (Gorrel MD, et al Cell. Immunol. 1991 • 
134:205-215 - McCaughan et al. 1990 Hepatology n ' 
547-558. - sannes PL, et al j. Histochem. Cytochem.' 
1983 ; 31.-684-690). L'activite enzymatique a ete 
detectee sur differentes lignees cellulaires humaines 
d'origine t et B, de meme que Sur des monocytes du sang 
peripherique (Beauvois B, et al. I. Mar cel Dekker 
(Eds.) New York, 1991). L'expression de DPPIV/CD26 est 
faxble dans les lymphocytes T au repos, mais elle 
augmente considerablement apres leur activation; pour 
cette raison, DPPIV/CD2 6 est consider* comme un 
antigene d' activation des lymphocytes T. 

On utilisera indif f eremment les expressions DPPiv 
ou CD26 dans la suite du texte. 

L« identification d'un nouveau mecanisme 
^pliquant le recepteur CD26 comme mediateur de 
1' infection chez l'homme par un retrovirus du SIDA, et 
Plus particulierement son implication dans 1 -entree du 
retrovirus dans les cellules telles que les lymphocytes 
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T, 



les monocytes et les macrophages, permet de definir 
de nouveaux moyens pour lutter contre 1 ■ infection par 
un retrovirus HIV ou SIV, et en particulier donne acces 
a de nouveaux inhibiteurs de !• infection des cellules 
par le retrovirus. 

Les inventeurs on^plus particulierement montre 
que la DPPIV est un co-recepteur pour HIV, qui est 
susceptible de lier la boucle V3 , et/ou d'autres 
regions dans les glycoproteines de l'enveloppe virale 
SU et TM. cette etape concernant 1 • interaction du 
complexe SU/TM avec DPPIV/CD26 est essentielle pour la 
penetration de HIV dans les cellules T CD4 . 

L' invention a done pour objet des composes 
capables de modifier 1 • interaction entre d'une part un 
recepteur de type CD26 present a la surface de cellules 
d'un patient infecte par un retrovirus humain de type 
HIV, en particulier de type HIV-1 ou HIV-2 et d' autre 
part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV. 

Elle a egalement pour objet le compose CD 26, ou 
un fragment de ce compose, capable de s'associer aux 
glycoproteines d'enveloppe du HIV. 

L* expression "glycoproteines de l-enveloppe de 
HIV" n-est pas limitee a la forme glycosylee de la 
proteine. Au contraire elle comprend 1 • interaction ci- 
: dessus definie a 1'egard de la forme glycosylee et/ou 
des formes non glycosylees des glycoproteines de 
1 'enveloppe. 

De meme, I'expression "les glycoproteines de 
l'enveloppe" signifie que 1 ■ interaction recherchee 
11BpllqUe Soit une seu ^ ces glycoproteines SU ou TM 
soxt ces deux glycoproteines individuellement ou un 
complexe forme par ces glycoproteines, ou encore leurs 
formes non glycosylees. 

L'invention a egalement pour objet 1 ' utilisation 
d' inhibiteurs structuraux ou fonctionnels du recepteur 
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CD26 pour inhiber 1 • infection par un retrovirus HIV ou 
SIV. 

L • invention concerne aussi 1 'utilisation des 
composes et inhibitors ci-dessus definis, a titre de 
prxncipe actif de compositions pharmaceutiques . Les 
composes et inhibiteurs de 1 • invention peuvent etre 
utilises pour inhiber 1 -entree d'un retrovirus HIV ou 
SIV dans les cellules cibles d'un note infecte et/ou 
pour inhiber la fusion cellulaire de cellules infectees 
par un retrovirus HIV ou SIV, avec les cellules cibles 
d'un note infecte conduisant a la formation de syncytia 
et/ou pour inhiber la mort cellulaire par apoptose. De 
telles compositions sorit notamment utilisables pour le 
traitement d'une infection par. un retrovirus HIV ou 
SIV. Elles peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la 
preparation de vaccins. 

Entrent egalement dans le cadre de 1' invention, 
des moyens pour le criblage de molecules capables de 
modifier 1 • interaction entre d'une part, un recepteur 
de type CD26 present a la surface de cellules d'un 
patient infecte par un retrovirus humain de type HIV, 
en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et d- autre part' 
les glycoproteines de l'enveloppe de ce retrovirus HIV.' 

L'invention concerne done 1 ■ utilisation d'un 
compose capable de modifier 1 • interaction entre d'une 
part, un recepteur de type CD26 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et 
d' autre part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV. 

Les composes selon l'invention ont la propriete 
d' inhiber 1- entree du virus HIV dans les cellules de 
l'hote et/ou d' inhiber la formation de syncytia et/ou 
1' induction de 1* apoptose. 

L' inhibition de 1' entree du virus dans '' les 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus HIV 
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• =~";Zr"e d in r, ibiti ° n «° - !a membrane 

celiulaxre des cellules cibles de l.„6te avec la 

membrane virale. 

L 1 inhibition de ' l a formation des syncytia 
inl r : t T nd ' 1,inhibiti ° n - - '-ion d e cenLs 
cibles 16 rttr *V lru « HIV < -.a des cellules 

realisation prefere, 1 ■ inhibition de la mo rt cellulaire 
par apoptose. Uiaire 

L 1 invention vise »,« g j 

compose ci-dessus. 

Par composition pharmaceutic, on entend 
1. association d . u „e part d . un ou plusieurs composes 
susceptibies devoir une action de traitement vis-a-" s 
- un etat pathogene ou de prevention d-un tel «ft. 
le corps numain ou animal, d' autre part de constituents 
permettant 1 .utilisation. 1' administration et" u la 
conservation de ce principe actif de facon telle 
puisse exercer son action. 

haut "I*™* 0 ** ayant sel °" 1» definition donn.se plus 
naut, la capacite de modifier, c'est . rti™ » 
ji,,,.^- ., . ' est a dllre notamment 

d alterer ou d'empeoher !• interaction structural ou 
fonctionneue entre le recepteur de type c D26 present a 
la surface de ceUules d'un patient infecte par u„ 
retrovirus numain de type „ IV , en particulier de type 

1 en"vei°o T " ^^coproteines de 

L inMbT OS r4tr ° Vi — «= - faoon generaZe 
cd 26 "ructuraL ou fonctionnel du recepteur 

s^^TT^irr™ CD26 ' on entend - 

groupe de substances capables 
a 'alterer voire d.empecher la reconnaissance pane 

rllZtZ™' 9ly °™ i - - 1'enveloppe d.un 

retrovirus HIV. ou siv, ou d'alt.rer ou d ■ empecher ' la 
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lxaxson de ce recepteur avec cette glycoprotein ou 
encore d' alterer ou de bloguer la fonction enzymatique 
du recepteur vis a vis de motifs peptidiques de type 
X-Pro, X etant un residu d'acide amine notamment choisi 
panw les residus Gly, Ala, Lys, Arg, Glu, ou Asp. 

Un tel inhibiteuri peut bloquer directement les 
sites du recepteur CD26 impliques dans 1 ■ interaction 
avec les glycoproteines de l'enveloppe de HIV ou de SIV 
et/ou le(s) site(s) dormant lieu a l'activite 
enzymatique du recepteur * (site catalytique) , par 
exemple en se fixant sur ces sites, n peut egalement 
ag lr indxrectement sur ces fonctions du recepteur par 
exemple par inhibition sterique des sites en cause. 

L'invention a done pour objet 1 • utilisation d'un 
compose capable de modifier 1 • interaction entre le 
recepteur CD26 et les glycoproteines de 1'enveloppe du 
retrovirus HIV, le susdit compose ayant la propriete : 

- d'inhiber la reconnaissance et/ou la liaison entre 
les glycoproteines de 1'enveloppe et le recepteur CD26, 
et/ou 

- d'inhiber la capacite du recepteur CD26, a cliver une 
liaison peptidigue apres un motif du type x-P dans 
lequel X est un residu d'un acide amine choisi parmi 
les acides amines Gly, Ala, Lys, Arg, Glu et Asp. 

Sont notamment utilisables en tant qu • inhibiteurs 
de la fusion virus/cellule et/ou de la fusion 
cellule/cellule conduisant a la formation de syncytia, 
et/ou de 1'apoptose cellulaire, des composes 
susceptibles d • inhiber 1- infection due a un retrovirus 
HIV ou SIV lesdits composes ayant la capacite de se 
substituer aux glycoproteines d'enveloppe d'un 
retrovirus HIV ou siv dans 1 • interaction avec la 
molecule DPPIV/CD2 6 , par exemple en constituant un 
substrat pour l'activite enzymatique DPPIV. 

Une inhibition specif ique de l'activite DPPIV, sur 
la surface. des cellules conduit a une diminution de la 
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production a ■ i„terleuKi„e-2 UMJ , t a , int „ f 
,(IPH- T ) par des cellules mononuclSees stimulus par du 
phorbol-ester at une reponse proliferative reduite a 
IL-2 de lymphocytes T mitogenes actives (Schon E et 
al. scand. j. i^und. 1989 . 29:127 . 132) _ Au ^ J 

observations on a sugg,r« dans 1-art ant.rieur gue la 
DPPXV pourrait etre impliguee d ans 1- induction et 
l.a=tivat,on de cytokines gui C ontr61ent ^ 
proliferation lymphocytaire (Beauvois et ,1 . Sch 6n, 

CD4> e L t P " Sente * ' to ^ SUr des * 

CD4 et CDS' guiescentes et son expression est accrue 

per 1 activation des cellules T (Gorrel „D, et al 
Cell Immunol. 19M , 134: 205-215,. Des recherches sur 

1 dppTv eT" T hUmainS ^ "° ntr * qUe ^-P-ssion 

e U„ es »e.o lres et avec 1 -activation induite par la 
stimulation de CD2 ou de CD3 ces fo „ rtl 
confirmees par la capacity d-anticorps anti-DPPlv, de 
mauler 1- egression en surface de la dppiv. ces 

relT^ f , aVOriSent Element 1 - augmentation de la 
rePonse proliferative des cellules t traitees par des 
anticorps anti-CD3 ou Wi- CD2 . reponse gui est 
io r ns C c t aU9ment " io " - 1- -bilisation des 

prote DPPIV aSS ° C " e ^"*« a une 

proteme connue CD45 liee a la membrane. de type 

tyrosine-pbospnatase. (Torimoto V, et al. ff . lmmun ol 
1991 ; 147:2514-2517) (Alexander D, et al T„™,„„, 
Today l 992 ; 13: 477-481)/ Immunol. 

role T °' >SerVati0nS gue la DPPIV jo ue un 

role dans la regulation de !■ activation des cellules T 
humaines par le biais de son interaction avec le CD4 5, 
lui meme connu pour intervenir dans 1 -activation 
lymphocytaire. llon 

L- interaction des glycoproteines d-enveloppe des 
retrovirus „iv ou SI v avec DP PIV/ CD26. pourrait 
modifier l.-eguilibre des signaux transdu^s lors de 
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1 -activation lymphocytaire et entrainer la mort 
cellulaire par apoptose (Callebaut C. et Jacotot E. , 
1992 ; Memoire de Maitrise, Universite Paris ii) . E 'n 
effet 1- interaction des glycoproteines d'enveloppe des 
retrovirus HIV avec les lymphocytes initie une serie 
d'evenements conduisant 1 a 1' apoptose. 

La capacite du compose utilisable dans le cadre de 
1' invention, a modifier 1 • interaction du recepteur CD26 
vis-a-vis des glycoproteines de l'enveloppe du 
retrovirus HIV, peut etre ' determinee par le test 
comprenant les etapes suivantes : 

- la mise en contact d'une part de cellules comportant 
a leur surface le recepteur CD26, d'autre part d'une 
quantite egale a la TCID50, d'un retrovirus humain HIV 
notamment HIV-l ou HIV-2, ou d'un retrovirus simien 
SIV, 

- 1' incubation des susdites cellules et du retrovirus 
HIV ou SIV a 37 »C pendant un temps suffisant pour 
permettre la penetration du retrovirus dans les 
cellules, en presence d'une quantite determinee du 
compose teste, 

- le lavage des cellules pour eliminer les retrovirus 
absorbes sur les cellules, 

- 1' elimination du virus extracellulaire et la 
quantification du virus intracellulaire, 

- la centrifugation pour separer les proteines 
retrovirales, par exemple a 1000 g, et recuperation du 
surnageant, 

- la detection des proteines de HIV. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1 'invention, l'etape de mise en contact du test defini 
ci-dessus, d'un retrovirus humain HIV, notamment HIV-l 
ou HIV-2 ou d'un retrovirus simien SIV, en une quantite 
egale a la TCID 50, est realisee avec des cellules 
comportant a leur surface, des recepteurs CD4 et'.des 
recepteurs CD2 6. De facon particulierement 



WO 94/28915 



PCI7FR94/00662 



14 



interessante, ces receptees sont specif iques d'espece 
et de facon preferee sont les recepteurs CD4 et CD26 
humains . 

Selon un autre mode de realisation particulier de 
1' invention, la capacite d'un compose approprie pour la 
mise en oeuvre de 1 1- invention, de modifier 
1 ' interaction du recepteur CD26 vis-a-vis des 
glycoproteines de l'enveloppe du retrovirus HIV, peut 
etre determinee par le test comprenant les etapes 
suivantes : 

1- la mise en contact d'une part de cellules comportant 
a leur surface les recepteurs CD2 6 et/ou CD4 , d 1 autre 
part d'une guantite egale a la TCID50, d'un retrovirus 
humain HIV, notamment HIV-i ou HIV-2, ou d'un 
retrovirus simien SIV, 

2- 1' incubation des susdites cellules et du retrovirus 
HIV ou SIV a 37 -c pendant un temps suffisant pour 
permettre la penetration du retrovirus dans les 
cellules, en presence d'une guantite determinee du 
compose teste, 

3- le lavage des cellules pour eliminer les retrovirus 
absorbes sur les cellules, 

4- le traitement des cellules pour eliminer les 
retrovirus extracellulaires restants, par exemple par 
digestion controlee avec de la trypsine, 

5- la preparation des extraits cytoplasmigues par 
traitement des cellules avec un tampon d • extraction, 
par exemple avec un tampon contenant 20 mM Tris-HCl , a 
PH 7,6, 0,15 M NaCl, 5 mM MgCl 2 , 0,2 mM PMSF, 100 
unites/ml aprotinine et 0,5 % Triton X-100, 

6- la centrifugation pour separer les proteines 
retrovirales, par exemple a 1000 g, et recuperation du 
surnageant, 

7- la detection et le cas echeant la mesure de la 
concentration de proteines du retrovirus HIV ou"SIV, 
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par exemple proteine du noyau (core) , obtenue dans le 
surnageant, par exemple par un test ELISA 

Une alternative a ce test consiste a mettre en 

culture les cellules apres 1 • .tape de digestion 
cent l ee la ^ ^ ^ ^ ^ 

vxrale apres 2 ou 3 joWs. Ainsi, apres 1'etape 3, les 
cellules peuvent etre incubees dans le milieu de 
culture et la production virale mesuree, par exemple 
apres 3 ou 4 lours. 



]ours, 

De 



facon preferee les" cellules mises en oeuvre 
Pour la realisation de ces tests, expriment des 
recepteurs C D4 et CD26 specifics d'espece, en 
partxculier des molecules humaines, lorsqu'il s'agit de 
tester 1 • interaction du recepteur CD26 avec un 
retrovirus HIV. 

Selon un mode de realisation prefere de 
1 invention, le compose capable de modifier 
1 interaction entre d'une part, un recepteur de type 
CD26 present a la surface de cellules d'un patient 
xnfecte par un retrovirus humain de type HIV en 
particulier de type HIV-i ou HIV-2 et d- autre part' les 
glycoproteines de !• enveloppe de ce retrovirus Hiv' est 
un mhibiteur peptidique ou non peptidigue. 

Le compose capable, de modifier 1 • interaction entre 
d'une part, un recepteur de type CD26 present a la 
surface de cellules d'un patient infecte par un 
retrovirus humain de type HIV, en particulier de type 
HIV-l ou HIV-2 et d-autre part, les glycoproteines de 
1 enveloppe de ce retrovirus HIV est par exemple un 
anticorps dirige centre le recepteur CD26 ou un epitope 
n'affectant pas 1-activite catalytique de !• enzyme 
DPPIV. 

Un tel anticorps est par exemple capable de former 
une Haison avec un epitope du recepteur CD26 de telle 
facon que 1 • interaction avec les glycoproteines 
d- enveloppe de HIV ou de SIV est inhibee soit 
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directement, soit indirectement par exemple par 
empechement sterique. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
le compose capable de modifier 1 ' interaction entre 
d'une part, un recepteur de type CD26 present a la 
surface de cellules Idj'un patient infecte par un 
retrovirus humain de type HIV, en particulier de type 
HIV-l ou HIV-2 et d' autre part, les glycoproteines de 
l'enveloppe de ce retrovirus HIV est un anticorps 
monoclonal dirige contre un" -epitope du recepteur CD26 
comprenant tout ou partie de la sequence GWSYG ( 
Glycine-Tryptophane-Serine-Tyrosine-Glycine) qui est le 
site catalytique potentiel de CD26 (Tanaka T et al 
J. Immunol., 1992, 149: 481-486). 

Les inventeurs ont mis en evidence le fait que le 
site catalytique de CD26 peut impliquer trois sequences 
d'acides amines de la sequence d • acides amines de la 
molecule CD26, l'une etant 1 • enchainement GWSYG les 
autres etant respect ivement les enchainements HGT et 
NNDI. Au sein de ces sequences, les inventeurs ont 
montre l'interet particulier des residus S (serine), H 
(histidine) et D (acide aspartique) . 

Un anticorps susceptible d'etre utilise pour la 
realisation de 1 ' invention est avantageusement tel que 
le complexe qu'il forme avec le recepteur CD26 altere 
ou neutralise 1 • activite catalytique du recepteur CD26. 

A titre d' exemple d'un autre type de compose de 
1' invention, on citera les anticorps diriges contre un 
epitope de la boucle V3 d'un retrovirus HIV ou SIV 
nontenant le motif Gly-Pro (GP) ou un motif GP-like tel 
qu'un motif Ala-Pro (AP) , Lys-Pro (KP) , Arg-Pro (RP) , 
Glu-Pro (EP) ou Asp-Pro (DP) . 

Selon un autre mode de realisation de 1» invention, 
le compose capable de modifier 1 • interaction entre 
d'une part, un recepteur de type CD2 6 present a la 
surface de cellules d'un patient infecte par' un 
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retrovxrus humain de type „ IV , en particuller de 

iZZeZrv et d,autre part - ies ^y- Pr o tein es y :: 

snveloppe de ce retrovirus HIV est l e tripeptide !PI 

structure, la conformation du tripeptide ipi ou du 
trxpept.de KPR et nota W ent ayant dans sa structure 

portant la " ™ ^-c, 

portant la fonction inhibitrice du peptide l PI e t 

presentant .ventuellement une. sym.trie au niveau de sa 
sequence decides amines, le ' centre de 
cette sequence etant de preference constitue par un 
resxdu Proline natif ou modifie. 

un -ml" aUtre °' 0de ^ * 1 'invention, 

un compose mteressant contient un motif de 

tl h ; d e cell ^ COnf °""" i - -f fisammel 

rJ ' de renaissance, pour 

etre reconnue par 1' enzyme DPPIV. 

Un tel compose est capable de se comporter -™„ 
un substrat de Lenzyme dppxv et done d-occup^ L site 
enzymati^e de la molecule. empeCant la liaison enLe 
K^Tl™ " ~oppe de 

ce compose capable de se substituer au substrat 
enzymatxque de la oppzv est de nature peptidique ou non 

ayant la conformation tridimensionals du motif de 
reconnaissance normalement actif au niveau du substrat 

de la DPPlv. ^uos-crat 

reconn anS ^ ""^ 1,e XP«is«io„ "motif de 

reconnaissance contenu dans un substrat de 1-enzvme 
DPPIV" sera parfois remplacee par ™ 
de reconnaissance du substrat de 1- enzyme oppiv 

Certains composes repondant a cette definition 
peuvent egalement etre appropries pour induire, la 
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production d'anticorps neutralisants contre 1 • infection 
par HIV ou par SIV. 

Un compose interessant comprenant un motif de 
reconnaissance du substrat de la molecule DPPiv 
contient par exemple un motif peptidique choisi parmi 
les sequences GP, RP, KP, DP ou EP, ou un motif choisi 
parmi les sequences GPG, RPG, KPG DPG ou EPG. 

Selon un premier mode de realisation de 
1' invention, ce motif de reconnaissance de substrat 
enzymatique est presente dans un contexte structural 
analogue a 1 ■ environnement peptidique existant au 
niveau de la boucle V3 de la glycoproteine d-enveloppe 
externe de HIV ou de SIV. a cet egard, notons par 
exemple que la presence du residu glycine apres le 
residu proline contribue a la formation d-une structure 
de type coude p favorable a 1 -exposition de la proline. 
Selon une autre variante, le susdit motif est dans un 
environnement peptidique different de celui existant au 
niveau de la boucle V3 . 

Des composes contenant le motif de reconnaissance 
du substrat, sont par exemple les peptides repondant a 
l'une des sequences GPGRAF, KRPGNK, RPGNK, KRPRQ ou 
EPGKN . 

Ces peptides peuvent etre isoles a partir des 
antigenes de HIV ou SIV ou synthetises chimiquement . 
Les residus d-acides amines qu-ils contiennent peuvent 
etre de configuration levogyre ou destrogyre 
Avantageusement tous les residus d-un meme peptide sont 
de type levogyre ou tous les residus d'un meme peptide 
sont de type dextrogyre. 

Un tel compose conserve le cas echeant la capacite 
d'etre clive par 1 -action enzymatique de la DPPiv. 

Selon un autre mode de realisation de 1 -invention, 
une composition pharmaceutique est caracterisee en ce 
que le motif de reconnaissance est modi fie de fac'dn a' 
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prevenir 1'activite de clivage enzymatigue normalement 
exercee par la DPPiv sur ce motif. 

Une modification appropriee peut etre realisee au 
niveau de la liaison peptidique suivant et/ou precedant 
le residu Proline du motif de reconnaissance, afin 
d'empecher le clivage de cette liaison et done afin de 
diamuer ou de supprimer la sensibilite aux peptidases. 

Les techniques habituelles de modification des 
liaxsons peptidiques peuvent etre mises en oeuvre. 

On citera notamment sans caractere limitatif les 
modifications de la li aison peptidique -conh- 
conduisant a la formation d'une liaison reduite 
(CH 2 NH), retro inverso (NHCO) , methylene-oxy (CH 2 -0) , 
thiometylene (CH 2 -S) , carba (CH 2 CH 2 ) , cetomethylene 
(CO-CH 2 ), hydroxyethylene (CHOH-CH 2 ) , Aza ( N -N) , E - 
alcene, -CH=CH- ou carba -CH 2 -CH 2 . 

L' invention a aussi pour objet les sequences de 
nucleotides codant pour les composes contenant le motif 
de reconnaissance du substrat de 1- enzyme DPPiv Ces 
sequences peuvent le cas echeant etre administrees a un 
patient en vue de traiter ou de prevenir le SIDA- 
S'agxssant des techniques d • administration, reference 
est faite a la publication de Wang et al (PNAS USA, vol 
90 PP 4156-4160, Mai 1993) ou a la demande de brevet 
Internationale publiee sous le numero WO 90/11092, le 4 
Octobre 1990. 

Ces composes decrits plus haut pour leur capacite 
a inhiber la fusion virus/cellule cible et/ou 
cellule/cellule et/ou 1-apoptose cellulaire et ainsi a 
constituer des principes actifs de compositions 
Pharmaceutiques, et en particulier les composes 
contenant un motif de type GP, rp, kp, ep, dp ou un 
motif tripeptidique de type GPG , R PG , KPG , EPG, DPG, 
ont la propriete tout a fait remarquable de pouvoir 
entrer dans la composition de. vaccins co'ntre 
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1' infection par un retrovirus HIV ou siv bien que les 
sequences du motif de reconnaissance ne soient pas 
necessaire^ent accessibles sur la glycoproteine g P i 20 
Leur activite et notamment leur capacite a induire des 
anticorps contre les glycoproteines d-enveloppe peut en 
effet se manif ester 'quel que soit 1 ■ isolat du 
retrovirus HIV (de type HIVl ou HIV2 notamment) ou SIV 
en cause, puisque cette activite est definie a p art ir 
de sequences conserves entre. different* isolats du 
retrovirus HIV sequences etant en outre conserves au 
cours du temps che 2 un patient infecte par le virus. 

Si besoin, le compose utilisable a titre de 
Principe actif sera associe a une substance le 
prot 6g eant in_vivo contre 1 ' action des proteases 
cellulaxres, ou de facon generale a tout, molecule 
porteuse ou systeme designe par le terme complexe, 
favorisant ses propriety par e *em P le de reconnaissance 
de sa cible ou ses proprietes antigeniques ou 
lmmunogenes * 

Ainsi le compose utilisable pour la realisation de 
1 invention et susceptible d'entrer dans la 
constitution de la composition pharmaceutique est 
avantageusement accompagne ou contenu dans une 
structure heterologue, ou polymerise de facon a 
favoriser son activite d- inhibition ou de prevention de 
l infection par un retrovirus HIV ou SIV j n vj vo 

A titre d'exemple, ce compose peut etre inclus au 
IT matriCe ^"thetique de type peptidique, 

notamment pour former une structure de type map. De 
telles structures ont ete decrites ainsi que leur mode 
de preparation dans la publication de Tarn, JP (PNAS 
USA, vol. 85, 5409-5413, Aout 1988). L- inclusion du 
pnncipe actif de medicament au sein de structures de 
type MAP a pour avantage de favoriser ses proprietes 
inhibitrices vis a vis i ii*<p^~4-i 

13 de 1 infectlon Par un retrovirus 
HIV ou SIV. > 
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Selon un autre mode de realisation de 1- invention, 
le compose decrit precedemment , lorsqu'il est de nature 
peptidique, est produit sous la forme d'une molecule 
recombinante, par exemple sous la forme d'une proteine 
de fusion, notamment ayec un antigene de type HBsAg par 
exemple par insertion dans la sequence S ou pre-s de 
1' antigene. Les techniques de production des proteines 
de fusion sont bien connues de l'homme du metier et on 
fera par exemple reference a la publication de 
Delperoux et al (Science, Vol. 233, pp. 472-475, 25 
Juillet 1986) . 

Selon un autre mode de realisation de 1- invention, 
le compose capable de modifier 1 ' interaction entre 
d'une part, un recepteur de type CD26 present a la 
surface de cellules d'un patient infecte par un 
retrovirus humain de type HIV, en particulier de type 
HIV-l ou HIV-2 et d' autre part, les glycoproteines de 
l'enveloppe de ce retrovirus HIV est une forme soluble 
du recepteur CD26, notamment le recepteur CD26 depourvu 
de sa sequence transmembranaire . 

L- invention a egalement pour objet un precede pour 
le criblage in vitro de composes capable de modifier 
1' interaction entre .d'une part, un recepteur de type 
CD26 present a la surface de cellules d'un patient 
infecte par un retrovirus humain de type HIV, en 
particulier de type HIV-l ou HIV-2 et d -autre part,' les 
glycoproteines de l'enveloppe de ce retrovirus HIV, 
caracterise en ce qu'il comprend le test comportant les 
6tapes suivantes : 
■- la mise en contact d'une part de cellules comportant 
a leur surface le recepteur CD26, d'autre part d'une 
quantite egale a la TCID50, d'un retrovirus humain HIV, 
notamment HIV-l ou HIV-2, ou d'un retrovirus simien 
SIV, 

- 1' incubation des susdites cellules et du retrovirus 
HIV ou SIV a 37-c pendant un temps suffisant pour 
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ceUuleT P6n "" tio " retrovirus dans l es 

presenoe d ' une quanti - — - - 

- ie aavage des cellules pour *ni„. r les r ^ trovirus 
absorbes sur les cellules, ms 

- ^elimination du v frus extracellulaire et la 
quantification du virus intracellulaire 

retroliriri trifU9ati ° n ^ S * Parer ' les 
su™nt ' eitemPle * 1000 " * — ion du 

- la detection des proteines de HIV. 

procJ el °1 Un . Prenler °* realisation de ce 

precede, le criblage est effectue apres avoir mis en 
contact le retrovirus HIV ou szv. avec des cellules 

::r p :r nt * ^ * ^ r irTi: 

et Sri 2 !. St ^ — — pteurs CD4 

bLts. Pe " flgUeS d ' eSP40e ' ~ - — pteurs 

suivanV:"^' -P-d les .tapes 

» ■i~^ B .cTr et d,une part ae ceiiuies co " p °"- t 

nart J. eMPteUrS 0026 « < <J 'autre 

Llin Txv^Tf * 9 "= * la TCID50 < ™- 

ain HIV ' notamment, HIV-1 OU htv- 5 
retrovirus simien Siv •' n 

'J'TtT: :~ ™ e : ceiiuies - - 

permettre la penL't^n d " ^ P °- 
cellule, P«»t»fcLon du retrovirus dans les 

cellules, en presence d'une tmanm-i 
compose teste, -Juantit, determinee du 

a'bs^rb " 396 ° ellUleS P ° Ur 1~ retrovirus 

absorbes sur les cellules, varus 

- le traifent des cellules pour eli mi ner les 
retrov lrus extracellulaires res tants, par exe.ple par 
digestion controlee avec de la trypsine, . 
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preparation des extraite ~i 

extraics cytoplasmiques par 

traitement des cellules avec un i-* m r^„ ^. ^ 

avec un tampon d' extraction 

par exemple avec un tampon contenant 20 mM Tris-HCl a 
PH 7,6, 0,15 M Had, 5 mM MgCl 2 , 0> 2 mM P MSF , loo 
unites/ml aprotinine et 0,5 % Triton x-ioo, 

- la centrifugation' I pour separer le's proteines 
retrovirales, par exemple a 1000 g, et recuperation du 
surnageant, 

- la detection et le cas echeant la-mesure de la 
concentration de proteine du core du retrovirus HIV ou 
SIV, obtenue dans le surnageant, par exemple p ar un 
test ELISA. 

Une alternative a ce test consiste a mettre en 
culture les cellules apres 1'etape de digestion 
controlee par la trypsine et a tester la production 
virale apres 2 ou 3 jours. 

Entrent egalement dans le cadre de 1- invention, 
les composes susceptibles d'inhiber in vivo 1'infection 
par un retrovirus humain HIV, notamment un retrovirus 
de type HIV-i ou HIV-2 , capables de modifier ou 
d mhiber 1 • interaction entre d'une part, un recepteur 
du type CD26 present a la surface de cellules d'un 
patient mfecte par un retrovirus HIV et d' autre part 
les glycoproteines de 1-enveloppe de HIV, ledit compose 
etant de nature peptidique ou non peptidique. 

Des composes particulierement avantageux sont par 
exemple: 

- un anticorps dirige centre le recepteur CD26 
notamment un anticorps monoclonal dirige centre un 
epitope comprenant tout ou partie de la sequence GWSYG ; 

- un anticorps dirige centre un epitope contenu 
dans le site forme par les sequences GWSYG , HGT, NNDI 
de la molecule CD26; 

- un anticorps dirige centre un epitope de la 
boucle V3 d'un retrovirus HIV ou SIV contenant le , motif 
Gly-Pro (GP) ou un motif GP-like tel gu'un motif Ala- 
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Pro (AP), Lys-Pro (KP) , Arg-Pro (R P) , Glu-Pro (EP, ou 
Asp-Pro (DP) ou un motif tripeptidique de type GPG 
APG, KPG, rpg, EPG ou DPG ; un anticorps ayant ces 
proprxetes, peut etre un anticorps dirige centre une 
des sequences donnees au tableau 9, 

- un peptide ou up polypeptide ayant dans sa 
structure, la conformation du tripeptide ipi et 
notamment un peptide ou un polypeptide presentant une 
symetrie au niveau de sa sequence decides amines, le 
centre de symetrie de cetts sequence etant de 
preference constitue par un residu Proline natif ou 
modifie, 

- un peptide, un polypeptide a 1- exception des 
peptides KPR ou RPGFSPFR non modifies, comprenant un 
motif de reconnaissance contenu dans le substrat de 
1 'enzyme DPPIV par exemple un motif GP, KP, RP/ EP ou 
DP ou un motif tripeptidique de type GPG, KPG, R PG 
EPG, ou DPG, ou un. analogue structurel et/ou 
fonctionnel de ce peptide ou de ce polypeptide tel 
qu'une molecule non peptidique reproduisant la 
conformation tridimensionnelle essentielle de ce 
peptide ou de ce polypeptide telle qu'existant dans la 
boucle V3 des glycoproteines externes d'enveloppe de 
HIV ou de SIV ou le cas echeant dans un autre 
envxronnement peptidique; a titre d- exemple on citera 
les peptides GPGRAF, KRPGNK, RPGNK , KRPRQ ou EPGKN ; 

- un fragment de la molecule CD26, notamment sa 
forme soluble, par exemple un fragment contenant tout 
ou partie des sequences GWSYG, HGT et NNDI, ou un 
fragment contenant le site d • interaction avec les 
glycoproteines d'enveloppe externes de HIV ou SIV ; 

- une sequence de nucleotides codant pour un motif 
de reconnaissance de substrat enzymatique de la 
molecule DPP IV* 

Ces composes peuvent etre couples a une molecule 
porteuse ou etre associes a ou integres dans " un 
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P-Ptidiq Ue ou non, ayant la capacity de 
proteger centre 1 -action des protases in vivo 

.Lorsau-il s-agit de peptides derives 
pept^gues, ils sont avantageusenent modifies pour 
d™ r . voire suppler le ur se„s ib ilite P aux 
protean i^tvo. D i , telles modif loatlons 

decrees dans les pages precedents. Les composes ci- 
dessus peuvent aussi etre associes a des substances 
telles gue 1 - interleuKine. . a. des adjuvants tels que 
Poly W po ly - (U) decrits par' Hovanessian A et al 
(limnology Today , vol 9, No . 6 , 1988> 
Krust et al. ' 

En particulier, 1 'invention a pour objet 
1 'utilisation d-un anticorps monoclonal 1F7 ou du 

TnhL^ - IPI ° U d ' inhibiteur «y«t la meme . fonction 
T n " V1S ^- ViS de HIV < - nature pepti digue ou 

non P ept idlq ue ( pour l e traitement de cellules 
susceptibles d'etre infectees par HIV ou SIV 

L. invention concerne aussi des compositions 
contenant plusieurs inhibiteurs d'une infection par un 
retrovirus HIV ou SIV., De telles compositions peuvent 
contenir un melange des composes selon 1- invention avec 
des anti-viraux tels que 1-AZT, le DDI, le DDC ou avec 
des anticorps notamment anti-peptidase ou anti-protease • 
ou tout anticorps ayant des propriety de 
neutralisation vis-a-vis de HIV ou SIV. 

A titre d'exemple entrent egalement dans le cadre 
de I- invention, des compositions contenant plusieurs 
types d- inhibiteurs de 1 ■ interaction entre CD26 et les 
glycoproteines d'enveloppe externe de HIV ou de SIV 
choisis parmi ceux qui ont ete decrits ci-dessus. 

Une telle composition peut contenir un anticorps 
an ti -CD4 et un inhibiteur du recepteur CD26, selon ce 
qui a ete decrit plus haut. II pGUt s , agir aussi d , une 
composition contenant un anticorps ayant des proprietes 
de neutralisation vis-a-vis de HIV (anticorps anti-HIV) 
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ou de SIV et d'un anticorps anti-CD26 ou un inhibiteur 
du recepteur CD26. 

Selon un aspect particulier de la realisation de 
l 1 invention, les composes ou principes act if s peuvent 
etre administres au patient de facon a etre liberes 
avec retard dans 1 • organlipme ; ainsi ils peuvent etre 
associes a du phosphate de calcium ou a de l'hydroxyde 
d 1 aluminium. 

Peuvent encore etre utilisees, pour preparer des 
inhibiteurs de 1 ' interaction "entre CD2 6/DPP IV et les 
glycoproteines d ' enveloppe de HIV ou de SIV, des 
molecules definies a partir de substrat de la molecule 
DPP IV tels que decrits |>ar Fischer G et al (Pharmazie 
38, 1983), Heinz J et ' al (biochemica et Biophysica 
Acta 954 (1988) 161-169), Brandt W et al (J. of 
Computer Aidee Molecular Design 6, 1992, 159-174). 

L' invention est egalement relative a 1 'utilisation 
des sequences polypeptidiques du tableau 9, pour 
preparer des anticorps ayant la capacite d • inhiber 
1/ interaction entre d'une part un recepteur du type 
CD26 present a la surface de cellules d'un patient 
infecte par un retrovirus humain HIV, en particulier du 
type HIV-l ou HIV-2, et d' autre part les glycoproteines 
d' enveloppe de ce retrovirus. 

L' invention concerne en outre un anticorps 
polyclonal ou monoclonal dirige contre une sequence 
antigenique de HIV ou de SIV, capable de modifier, 
notamment d • inhiber 1 » interaction entre d'une part, un 
recepteur du type CD26 present a la surface de cellules 
d'un patient infecte par un retrovirus humain HIV, en 
particulier du type HIV-l ou HIV-2, et d • autre part les 
glycoproteines d- enveloppe de ce retrovirus. 

L' invention vise aussi des compositions 
pharmaceutiques ou des composes parmi ceux decrits ci- 
dessus, pour prevenir ou traiter l'apoptose cellulaire. 



WO 94/28915 



PCIYFR94/00662 



27 



Entrent aussi dans le cadre de 1' invention, des 
sequences de la region V3 des glycoproteines 
d' enveloppe de HIV, caracterisees en ce qu'elles ont la 
capacite d • induire des anticorps par exemple 
idiotypiques capables d'interagir avec le recepteur 
CD26. 1 | 

L' invention se rapporte egalement a une cellule 
recombinante, caracterisee en ce qu'elle est capable 
d'exprimer conjointement les recepteurs CD4 et CD26 
humains . 

Des cellules recombinantes interessantes sont 
avantageusement des cellules eucaryotes et de 
preference des cellules animales ou humaines par 
exemple les cellules humaines HeLa ou des cellules 
murines telles que les cellules NIH3T3. 

Ces cellules peuvent etre utilisees pour le 
criblage in vitro de substances susceptibles de se 
comporter comme inhibiteurs de 1 • interaction entre le 
recepteur CD2 6 et les glycoproteines d» enveloppe d'un 
retrovirus HIV ou SIV, par exemple dans le cadre des 
tests qui ont ete decrits plus haut. 

L' invention vise egalement un animal transgenique 
caracterise en ce que ses cellules somat iques et/ou ses 
cellules germinales comprennent une sequence codant 
pour le recepteur CD4 humain et une sequence codant 
pour le recepteur CD26 humain, dans des conditions 
permettant 1' expression conjointe de ces deux 
recepteurs . 

S'agissant de 1 'animal transgenique, 1 • invention 
exclut l'homme. 

La transformation des seules cellules somatiques 
de 1 'animal permet d'obtenir 1 'expression des 
recepteurs CD4 et CD26 chez cet animal mais exclut la 
transmission a leur descendance. Au contraire la 
modification des cellules germinales permet.. la 
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transmission des genes ou sequences codantes d'interet, 
dans les generations suivantes de 1' animal. 

Selon un mode de realisation particulier, 1 -animal 
transgenic^ peut etre obtenu par introduction dans les 
cellules de 1' animal a un stade du developpement 
precoce embryonnaire, par, exemple ne depassant pas 8 
cellules, d-une sequence codant pour le recepteur CD4 
humain et d-une sequence codant pour le recepteur CD26 
humain, dans des conditions permettant 1 -expression 
conjomte de ces deux recepteiirs.' 

La modification des cellules par la sequence 
codante ou le gene codant pour les recepteurs CD4 et 
CD26 est avantageusement realisee dans les premiers 
stades du developpement embryonnaire et ce afin 
*■ assurer che 2 1- animal developpe la transformation de 
1 'ensemble ou de la presgue totalite de ces cellules. 

Differentes techniques sont disponibles pour 
realxser 1 • insertion d-un gene ou d-une sequence 
niveau des cellules d-un embryon animal, on cite 
particulier la publication de Brinster RL et al, PNAS, 
USA, vol. 82, pages 4438-4442, Juillet 1985. 

Un animal interessant dans le cadre de 1- invention 
peut etre 1- animal resultant du developpement de 
1' embryon que 1-on a transforms pour y introduire les 
genes ou les sequences d-interet. II peu t s'agir 
egalement d-un descendant d'un tel animal. 

Des animaux transgeniques interessants dans le 
cadre de 1- invention sont par exemple des mammiferes et 
en particulier des rongeurs tels que les souris. on 
pourra egalement avoir recours a des singes. 

L* invention a pour objet egalement un precede pour 
l'obtention d'un animal transgenigue non humain 
comprenant dans ses cellules somatiques et/ou dans ses 
cellules germinales une sequence codant pour le 
recepteur CD4 humain et une sequence codant pour" le 
recepteur CD26 humain, dans des conditions permettant 
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1 'expression conjointe- de ces deux recepteurs 
comprenant les etapes de : 

- 1' introduction d'une sequence codant pour le 
recepteur CD4 humain, par exemple une sequence 
genomique ou une sequence d'ADNc, dans les cellules de 
1' animal, a un stade precoce du development 
embryonnaire, par exemple ne depassant pas 8 cellules, 

- 1 • introduction dans un ature animal de la meme 
espece, d'une sequence codant- pour le recepteur CD2 6 
jumain, par exemple une sequence genomique ou une 
sequence d'ADNc, ladite. sequence etant introduite dans 
les cellules de !• animal, a un stade precoce du 
development embryonnaire, par exemple ne depassant 
pas 8 cellules, 

le croisement des animaux resultant du 
developpement des embryons ainsi modifies, dans des 
conditions permettant l'obtention d'un animal 
transgenique exprimant conjointement dans ses cellules 
somatiques et/ou dans ses cellules germinales, les 
recepteurs humains CD4 et CD26. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaissent dans les exemples et les 
figures qui suivent. 

Ces figures ont la signification suivante : 
Figure 1 - Le tripeptide IPI n'affecte pas la liaison 
de la gpl20 aux cellules CEM. 

Les cellules CEM (5.10 6 ) ont ete incubees (37'C, 1 
heure avec la gpi20 marquee avec ™i (5 0 ng ; io Ci/mg) 
en 1 -absence (lignes-) ou en presence de 20 mM ipi 
(ligne DipA) et des anticorps monoclonaux OKT4 , OKT4A, 
1F7, no/4 et 71/10. Les cellules ont ensuite ete 
lavees avec du PBS et les extraits cytoplasmiques ont 
ete analyses par SDS PAGE. La gpl20 recombinante etait 
radioiodee avec le reactif de Bolton Hunter 
conformement a ce qui est decrit par Krust B. et' al 
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dans AIDS Res. Hum. Retroviruses (1993 vol 9 
1081-1084). Un autoradiogramme est presente. 
Aucune internalisation apparente de la g P i 20 „. a eu 
lieu dans ces conditions experimental . Le traitement 
des cellules avec la trypsins a conduit a la perte de 
Plus de 95% de gpi20 m'^rquee avec 1™ fix e es aux 
cellules. La liaison de la gpl20 aux cellules CEM etait 
specif ig Ue puisque 1-anticorps OKT4A dirige centre le 
site de liaison de la gpi 2 0 sur la molecule CD4 a 
completement aboli la liaison. ' 

Figure 2 - Activite peptidase DPPiv-like a la surface 
des cellules CD4 positives. 

Des cellules CEM M0LT4 et U937 (5 .io«) dans un tampon 
peptidase (Hong w, et al. j. cell Biol. 1990 • 
111:323-328) contenant soit 0,5 mM de GP- P Na (pour 
1 'activite DPPiv peptidase) ou R-pNa (pour 1-activite 

Arg-peptidase) ont ete incubees a 37«C pendant 30 

minutes, 1, 2, 3 et 4 heures. 

•L'ordonnee donne l es valeurs de la densite optique 
mesuree a 4 05 nm. 

Figure 3 - Activite peptidase DPPiv-like a la surface 
de cellules humaines et murines CD4 negatives. 

Les cellules humaines (HeLa et SK-N-MC) et murines 
(NIH/3T3) ont ete testees pour rechercher 1-activite 
peptidase DPPiv-like dans les conditions de la fi gure 

Figure 4 - Sequences consensus at sequences de 
differents isoltats de la boucle V3 de HIV ou SIV. 
Figure 5 - Co-culture de cellules H9/HIV-1 avec des 
cellules T murines exprimant d'une part CD4 humain 
d 'autre part CD4 et CD26 humains. 
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Exemples 

1. Motifs dipeptidiques GP dans les boucles des j SO ] a t- s 

^ — HIV-1, HIV-2 et SIV oresentent la specifinifp 

requise pour la DPPiv. 

La DPPIV manifeste une activite exopeptidase et une 
activate endopeptidase 1 paracterisees par l'hydrolyse 
d'une liaison adjacente a un residu proline avec une 
preference specifique pour les dipeptides GP-like et 
egalement pour les dipeptides AP, KP, rp, EP et DP 
(Nagatsu T, et al . Anal. Biochem. 1976 ; 74:466-476) ou 
tripeptides GPG, APG, KPG , RPG, EPG ou DPG . Le code a 
une lettre a ete utilise pour designer les residus 
d'acide amine des peptides. Conf ormement a ce code, A 
represente 1 'alanine, P represente la proline, K 
represente la lysine, R represente l'arginine, E 
represente l'acide glutamique et D represente l'acide 
aspartique. L« enzyme purifiee manifeste des affinites 
legerement differentes, dependant du pH de la reaction 
(Nagatsu et al) . Par exemple, 1 -activite relative de 
1' enzyme a des valeurs de pH egales a 7,0 et 8,7 vis- 
a-vis des peptides de type X-P-p-nitroanilide, de la 
plus elevee a la plus basse est la suivante : 
pH 7,0 : K-P, G-P, R-P, A-P # E-P et D-P 
pH 8,7 : G-P, A-P, K-P, R-P, E-P et D-P 
De facon interessante, le sommet ("crown") de la boucle 
V3 de HIV-l contient le tripeptide GPG qui peut etre 
clive par l'action de la DPPIV. De plus, a 1 • extremite 
N-terminale de la boucle V3 , on trouve un motif 
dipeptidique RP qui est conserve chez tous les isolats 
HIV-l, HIV-2 et SIV testes. En outre, les isolats HIV-2 
et SIV presentent des motifs dipeptidiques conserves RP 
ou KP a l« extremite C-terminale de la boucle V3 
(Tableau 1) . 

Conservation des motifs RP, KP et GPG 

Les motifs dipeptidiques RP et KP aux extremites, N- 
et/ou C-terminales de la boucle V3 sont conserves dans 
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les isolats HIV-l, HIV-2 et SIV. A titre d'exemple, 
dans le cas de HIV-l, le motif GPG est conserve dans 
plus de 90 % des isolats de HIV-l ; le motif GPG reste 
inchange in vivo pendant plusieurs annees chez un 
individu donne en depit d'autres substitutions au 
niveau du sommet de la ^oucle V3 ; le motif GPG est 
forteraent conserve parmi des patients HIV-l 
seropositifs (Brown, AIDS 1991, 5: 535-542). Dans une 
etude menee par Holmback et al., (J. Virol. 199 3, 67: 
1612-1619) sur 30 patients hemophiles comportant un 
nombre de cellules CD4 superieur ou egal a 100 
cellules/mm 3 , 27 presentent un motif GPG et 3 ont une 
substitution conservative de type APG . On note que le 
motif AP-like vient juste apres le motif GP, s'agissant 
de la specificite vis-a-vis du substrat de DPPIV ; 
les substitutions du residu proline du motif GPG pour 
former des motifs GAG ou GSG generent des virions dont 
le caractere infectieux est supprime. De plus, de 
telles mutations n'affectent pas 1' expression de 
I'enveloppe ou sa liaison au recepteur CD4 , mais 
abolissent 1» induction de syncytia ; des substitutions 
de GPG en APG, GQG GVG et GPF generent des produits 
d"enveloppe dont la capacite a induire des syncytia est 
significativement reduite (Grimalia et al, J. Virol. 
1992 ; 66: 1875-1883); dans des cultures cellulaires in 
vitro, le motif GPG a ete rapporte comme mutant en GQG 
lorsgue 1» infection HIV-l est effectuee en presence 
d'un anticorps monoclonal specif ique dirige contre la 
boucle V3 (Masuda et al J. Immunol. 1990; 145: 
324 0-3246) . Le peptide synthetigue correspondant GQG V3 
manifeste egalement une affinite reduite pour 
I 1 anticorps monoclonal. 

Conserva tion du motif RP a I'extremite N-terminale de 
la bouc le V3 parmi les isolats HIV-l, HIV-2 et SIV : le 
motif RP/KP dans HIV-2 et SIV et le motif GP dans les' 
isolats HIV-l sont conserves dans plus de 90 % des 
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isolats, ce qui indique que ces motifs dipeptidiques 
dans la boucle V3 sont sous pression de selection 
constante et sont essentiels pour le caractere 
infectieux du virus. 

2 - Procedures experi mentales pour la mesure de 1' entree 
des particules HIV dans 1 des cellules. 

Le stock d' isolats HIVl-LAI propage sur une lignee 
cellulaire de lymphocytes T CD4 positifs (CEM) , 
(Laurent AG, et al . J. Gen. .Virol. 1990 ; 71:2273-2281) 
a ete utilise dans toutes les experiences decrites. La 
preparation du virus a ete realisee en milieu RPMI-1640 
complete avec 10 % de serum de veau foetal et 2Atg/ml de 
Polybrene. L • internalisation des particules de HIV a 
ete mesuree par une technique legerement modifiee 
decrite precedemment (Harouse JM, et al . Science 1991 ; 
253:320-323). Dans cette technique, l'entree des 
particules HIV-1 dans ces cellules etait suivie par la 
concentration intracellulaire en proteine principale du 
core (p25) apres elimination du virus extracellulaire 
par traitement avec la trypsine. Brievement des 
cellules CEM (5 x 10 6 ) ont ete suspendues dans 1 ml de 
preparation de HIV-l a une dose correspondant a la 10* 
TCID 50 par ml, conduisant a l'obtention de plus de 90 
% de cellules produisant HIV aux jours 3 et 4 apres 
1' infection (p.i. ou post-infection en anglais). La 
dose de suspension virale qui, lorsqu'elle est utilisee 
pour inoculer chaque culture d»un nombre donne de 
cultures tissulaires, entraine des effets observables 
dans 50 % de ces cultures. 

Apres une heure d ' incubation a 37' c, le virus 
restant adsorbe sur les cellules a ete elimine en 
lavant les cellules d'abord avec du PBS contenant 2mM 
de EDTA puis par un traitement avec la trypsine (2,5 
mg/ml pendant 10 minutes a temperature ambiante) . La 
digestion a ete arretee par 1 'addition de 10 fois un 
milieu RPMI-164 0 contenant 10 % (v/v) de serum de veau 
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foetal. Des extraits cytoplasmiques ont ete prepares 
par lyse des cellules dans un tampon d- extraction 
contenant 20 mM Tris-HCl, a pH 7,6, 0,15 M NaCl, 5 mM 
Mgci 2 , 0,2 mM PMSF, 100 unites/ml aprotinine et 0,5 % 
Triton X-100. Apres centrifugation a lOOOg, la 
concentration de p2 5 dansl ,le surnageant a ete me'suree 
par un test ELISA . Dans ces conditions experimental, 
aucune entree significative de HIV ne s ' est produite 
pendant la periode d' incubation de 1 heure a 4« c. Ceci 
est. normal puisque HIV peut lier les recepteurs CD4 a 
4° C mais il ne peut pas penetrer dans les cellules. 
Par ailleurs, a 37' C, une guantite considerable de HIV 
est entree dans les cellules. Par exemple dans une des 
experiences, les concentrations de P 25 intracellulars 
a 4' C et 37- C ont ete trouvees a une hauteur de 5 
~LAttention: L' imprimante ne dispose pas de la police 
DA_MATH8a, remplacement par Courier -3 et 185 - 24 pg 
pour 10 s cellules respectivement . On doit noter que 
seulement une tres faible proportion des particules 
virales presentes est internalisee dans les cellules. 

Ce test de detection de 1- entree de HIV dans les 
cellules CEM est hautement reproductible (Krust B, et 
al. AIDS Res. Hum. Retroviruses 1993 in press). En 
consequence, il a ete utilise ici pour investiguer les 
differentes etapes impliquees dans le mecanisme de 
1' entree de HIV dans les cellules. 

3 " Jnhibiti on de 1' entree de Hiv-i dans des cellules 
CEM par des pep tides correspondant a la boucle V3 

Des peptides correspondant a la boucle V3 ont ete 
decrits comme capables d'inhiber plus de 60 % de la 
formation des syncytia pendant 1- infection par HIV-l 
(Koito A, et al. Intern. Immunol. 1989 ; 1:613-618). 
Pour examiner l'effet de la boucle V3 sur la 
penetration des particules HIV dans les cellules, 
differents peptides correspondant a differentes regions 
de la proteine de surface (gpl20) de HIV-l et de la 
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proteine transmembranaire (gp41) de HIV-i ont ete 
analyses. L ' entree de HIV dans des cellules T 
permissives de la lignee CEM a ete testee. Les cellules 
preincubees pendant 15 a 30 min. avec les differents 
peptides, ont ete incubees avec HIV-1LAI pendant une 
heure et le virus extradeillulaire a ete elimine par un 
traitement a la trypsine selon les modalites decrites 
au point 2. Les resultats sont resumes dans le tableau 
2 et montrent que les peptides de la boucle V3 inhibent 
88 a 96 % de la penetration des particules virales de 
HIV et que cet effet est specif ique puisque d'autres 
peptides dans la gpi2 0 ne conduisent pas a un effet 
significatif . De plus, les peptides correspondant au 
sommet de la boucle V3 inhibent egalement 1' entree des 
particules HIV. De facon interessante, le peptide gp4i 
qui contient des motifs GP- et RP-like dans sa sequence 
(voir tableau 2 bis) conduit a une inhibition de 46 % 
de 1« entree de HIV (tableau 2). 

Dans le processus d» entree de HIV, il a ete 
rapporte que la boucle V3 n'est pas requise pour la 
liaison de gpl20 au recepteur CD4 (Chiou SH, et al. 
AIDS Res. Hum. Retroviruses 1992 ; 8:1611-1618) et que 
le clivage de la boucle V3 pourrait etre necessaire 
pour le processus de fusion. L' effet d • inhibition 
potentielle des peptides V3 sur 1 ' entree de HIV dans 
des cellules (tableau 2), permet de penser que la 
boucle V3 interagit probablement avec un recepteur 
supplementaire a la surface des cellules, qui peut 
egalement presenter une activite proteolytique 
specif ique. La liaison de la gpl20 au recepteur CD4 
peut entrainer des variations conf ormationnelles 
necessaires pour demasquer ou/et modifier la 
conformation de la boucle V3 , conformation optimale 
pour 1 • interaction avec DPPIV/CD2 6. 
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Pes inhibiteurs specifigues de pppiy inhibent la 

penetration des partic ules de ht V et ahn1<egawf 

1' infection par HIV. 

Le tripeptide IPI (appele egalement diprotine A) 
isole a partir des filtrats d'une culture de Bacillus 
£«reus est un inhibitor specifigue de la DPPIV 
(Umezawa H et al J. Antibiot. ; 1984; 37M22-425) 
L'effet de cet inhibiteur sur 1 ' entree de HIV, a ete 
teste en meme temps que celui d'autres peptides : VPL 
GPA, GPGG, GGG, GP, KPR et RPGFSPFR (tableau 3) Les 
peptides ont ete obtenus che 2 SIGMA sent purifies par 
HPLC a 99 %. Le tripeptide IPI a conduit a l'obtention 
d'une inhibition superieure a 90 % de 1 'entree de HIV-l 
dans les cellules. L'effet d' inhibition du tripeptide 
IPI etait dependant de la dose. De meme les peptides 
KPR et RPGFSPFR ont conduit a une inhibition de 
1' entree de HIV dans les cellules CE M/ superieure a 90 
%. Aucun effet apparent n'a ete observe avec les 
peptides VPL, GPA, GGG at GP. De facon interessante, le 
peptide GPGG comportant le motif conserve GPG dans le 
sommet de la boucle V3 a exerce un effet d ' inhibition 
signif icatif . 

Lorsque 1 • infection par HIV-l LAI des cellules CEM 
etaxt realisee en presence du peptide IPI (io mM) 
aucune formation de syncytia n' etait observee et la 
production de virus etait inhibee a plus de 95 % 
(tableau 4) . 

Ces resultats demontrent que le tripeptide IPI est 
un inhibiteur specifigue de 1- infection par HIV en 
prevenant 1' entree des particules virales dans les 
cellules. 

La valeur de la concentration inhibitrice a 50 % 
de l' entree de HIV dans les cellules a ete obtenue en 
utilisant 5.io< cellules a diff eren tes concentrations 
de chague peptide teste. 
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5 - Inhibition de la penetration des particules de HIV 
par des anticorps monoclonaux specifiques de la DPPIV 

L 1 entree des particules de HIV-1 LAI a ete testee 
en presence de differents anticorps monoclonaux 
murins : 

l 1 anticorps monoclonal 0KT4A (Ortho Diagnostics 
Systems) est dirige contre le recepteur CD4 et 
reconnait le site de liaison de la gpl2 0 (Sattentau QJ, 
et al. Cell 1988 ; 52:631-633). 

1' anticorps monoclonal OKT4 (Ortho Diagnostics 
Systems) reconnait un epitope proche du domaine 
transmembranaire du recepteur CD4 . Cet anticorps a ete 
decrit comme n'affectant pas la liaison de la gpl2 0 au 
recepteur CD4 (Sattenteau et al) . 

I'anticorps monoclonal 110/4 (Genetic Systems, 
Seattle) est dirige contre la boucle V3 et il 
neutralise completement l 1 infection par HIV-1. cet 
anticorps monoclonal a ete decrit comme n'affectant pas 
la liaison de la gpl20 au recepteur CD4 (Kinney-Thomas 
E, et al. AIDS 1988 ; 2:25-29). 

- I 1 anticorps BA5 est ^dirige contre la DPPIV a ete 
obtenu de la Societe Immunotech a Marseille - France. 

- 1' anticorps monoclonal 1F7 specif ique du DPPIV a ete 
decrit dans la publication de Torimoto C (J. Immunol. 
1989 ; 143:3430-3439). 

1' anticorps monoclonal ALB1 est dirige contre 
l'antigene CALLA CD10 (Immunotech Marseille) qui est 
une endopeptidase neutre associee a la membrane 
cellulaire (Barclay AN, et al. Facts Book. 
London : Harcourt Brace Jovanitch) . 

- I 1 anticorps CDlla (Immunotech) est dirige contre la 
chaine alpha de l'antigene-l fonctionnel sur les 
lymphocytes (LFA-1) qui est un membre du groupe de la 
famille des molecules d' adhesion (Pardi R, et al. 
Immunol. Today 1992 ; 13:224-230). \, 
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- l'anticorps monoclonal CD18 (Immunotech) est dirige 
centre la chaine p du LFA-1. 

Le Tableau 5 donne le resultat de ces experiences. 
Les anticorps monoclonaux 0KT4A et no/4 ont conduit a 
une inhibition de 85 a 93 % de 1- entree de HIV-i dans 
les cellules. L'anticorp 1 ^ monoclonal 0KT4 a conduit a 
une inhibition de 47 % et cette inhibition pouvait etre 
due a un effet indirect sur la liaison de la g P i 20 au 
recepteur CD4 (voir figure 1). L'anticorps BA5 a inhibe 
1' entree de HIV a un niveau saperieur a 60 % alors que 
l'anticorps 1F7 a conduit a une inhibition de 84 %. Les 
anticorps monoclonaux ALBi, CDlla, et CD18 n'avaient 
aucun effet significatif sur 1 'entree de HIV. 

Ces resultats demontrent que les anticorps 
specifiques diriges centre la DPPIV ont la capacite de 
bloquer 1 -entree de HIV et 1- infection. Ceci a ensuite 
ete confirme par 1 • inhibition de 90 % de la production 
du virus lorsque 1- infection etait realisee en presence 
de l'anticorps 1F7. 

Les anticorps monoclonaux specifiques de 
l'endopeptidase neutre CD10, de la tyrosine phosphatase 
CD45 et des antigenes CD18 et CDlla des lymphocytes 
n'affectent pas 1» entree de HIV. 

6 ' Le tripeptide IPI inhibe 1'entr^ d e HIV a „m> o^p . 
suivant la liaison de la ao i 20 au recepteur CD4 

Pour etudier le mecanisme par lequel le tripeptide 
IPI inhibe 1 'entree du virus, on a etudie la liaison 
aux cellules GEM de la gpi20 marquee avec ™i , en 
1' absence ou en presence de IPI et des anticorps 
monoclonaux 0KT4 , 0KT4A, 1F7 et no/4. L'anticorps 
monoclonal 71/10 dirige centre une proteine kinase 
associee aux ribosomes (PKR) (Meurs EF, et al. Proc. 
Natl. Acad. sci. USA 1993 ; 90:232-236) a ete utilise 
comme controle (figure 1) . Dans ces conditions 
experimental, 1 'addition d'anticorps OKT4A a permis 
d'abolir completement la liaison de la gpizo marquee 
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aux cellules CEM indiquant ainsi que la liaison etait 
specif ique. L' anticorps OKT4 a conduit a une inhibition 
d'environ 40 % en accord avec la faible inhibition par 
cet anticorps presentee au tableau 5 de 1' entree de 
HIV. L' anticorps 110/4 ( centre la boucle V3 qui a ete 
decrit comme n'affectartt pas la liaison, a permis 
d'abolir completement la liaison entre le CD26 et la 
gpl20. De facon interessante, le tripeptide IPI qui 
inhibe plus de 90 % de .1 < entree de HIV dans des 
cellules CEM (tableau 3) n'affectait pas du tout la 
liaison de la gpl20 a ces memes cellules (figure l) . ce 
dernier resultat indique que l'effet inhibiteur du IPI 
sur 1- entree de HIV est un effet suivant l'evenement de 
liaison entre la gp i20 et le recepteur CD4, 
probablement du a une interaction de la boucle V3 avec 
un composant de type DPPIV/CD26 a la surface de la 
cellule. L'observation que 1 'entree de HIV etait 
egalement inhibee par 1' anticorps IF7 (tableau 5) 
Concorde avec l'hypothese emise par les inventeurs que 
le composant a la surface de la cellule est bien la 

DPPIV. 

L' anticorps IF7 a permis d'obtenir une inhibition 
de plus de 50 % de la liaison de la gpl20 aux cellules 
CEM (figure 1), et dans d'autres experiences de plus de 
8 0% cet effet resulte probablement d • interferences 
indirectes induites par cet anticorps monoclonal comme 
e'est le cas avec le l'anticorps 110/4. 

1 ' Le tripeptide IP I inhibe l'activite DPPiv sur ia 
surface des cellules CEM 

La presence d'une activite peptidase DPP IV-like 
sur des cellules CEM intactes a ete examinee en 
utilisant le substrat chromogene Gly-Pro-p-nitroanilide 
(GP-pNA) comme decrit dans la publication Beauvois B, 
(Beauvois B< et al. Eur. J. Immunol. 1992 ; 
22:923-930). L'activite DPPIV constatee par', la 
production .de pNA comme une consequence du clivage de 
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GP-pNA etait inhibee de facon significative par le 
tripeptide ipi alors que l'anticorps monoclonal IF7 ne 
l'affectait pas (tableau 6). Comme le tripeptide IPI et 
l'anticorps IF7 inhibent 1' entree de HIV dans des 
cellules CEM (tableau 3), ces agents pourraient done 
interferer avec l'entred| de HIV selon differents 
mecanismes : IPI inhiberait 1- activate peptidase de 
DPPIV alors que l'anticorps 1F7 bloquerait un site 
different de DPPIV. Ainsi, deux domaines apparaissent 
fondamentaux dans la DPPIV, s'a'gissant de 1 • implication 
de la DPPIV dans le mecanisme de 1" entree de HIV dans 
des cellules CEM. II faut noter que IPI pourrait 
egalement agir pour 1' inhibition de fixation des 
glycoproteines de l'enveloppe de HIV a CD26. 

La dose inhibitrice de 50 % de la concentration a 
egalement ete calculee pour mesurer 1 » inhibition de 
l'activite DPPIV. Les resultats sont rapportes au 
tableau 6. La valeur IC 50 pour chaque peptide, a ete 
calculee en utilisant 5.10* cellules a differentes 
concentrations de chaque peptide, avec le substrat GP- 
pNA. De facon interessante, les peptides qui inhibaient 
1' entree de HIV, inhibaient egalement le clivage du 
substrat GP-pNA. 

Ces resultats ont deniontre la specificite de ces 
inhibiteurs peptidiques et ont confirme le role de CD2 6 
dans sa fonction peptidase, dans le procede d- entree de 
HIV dans les cellules. 

Les tripeptides IPI et KPK ont inhibe 1 'entree de 
HIV dans d'autres cellules telles que les cellules 
lymphoblastoides MOLT4 , Jurkat et les cellules 
monocytoides U397 ainsi que dans des lymphocytes T CD4* 
fraichement isoles et actives par la PHA, a des 
concentrations comparables a celles observees pour les 
cellules CEM. 
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8 - inhibition de 1 ■ infect ion M r WIV . 2 nar . 1q 

tripeptide ipi et l'ant^ n rps M nnH onal MAh1P7 

specifique pour la DPPIV " ~ " 

Les regions de la glycoprotein de surface de 
HIV-2 et SIV qui correspondent a la boucle V3 de la 
g P 120 de HIV-l ne sont pas bien definies (Moore jp et 
al. AIDS 1991 ; 17:191-196). Les peptides de la boucle 
V3 de HIV-2 peuvent etre utilises pour obtenir des 
antxcorps faiblement neutralisants (Bjorling E, et al 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991 ; 88:6082-6086), alors 
que la region V3 de SIV semble ne pas jouer de role 
dans la neutralisation. Ainsi les regions V3 de HIV-2 
et siv ne sont pas des epitopes potentiellement 
neutralisants comme ceux des isolats de HIV-l. 

Les regions V3 de HIV-2 et SIV ne contiennent pas 
le tripeptide consensus GPG au sommet de la boucle En 
revanche, tous les isolats HIV-2 et siv contiennent des 
dipeptides conserves, RP pre s de 1'extremite N- 
termmale et RP ou KP pres de 1'extremite C-terminale 
de leur region V3 respective (Clements GJ, et al . AIDS 
Res. Hum. Retroviruses 1991 ; 7:3-16). Etant donne que 
de tels dipeptides peuvent egalement etre des substrats 
pour l'activite peptidase DPPlv-like (Nagatsu T, et al 
Anal. Biochem. 1976 ; 74:466-476), la DPPiv pourrait 
done etre impliquee dans 1 -entree de HIV-2 et de SIV 
dans les lymphocytes T CD4 . Pour verifier si la DPPIV 
est impliquee dans 1- entree de HIV-2 , un isolat HIV-2 
EHO, hautement divergent et cytopathogene parmi les 
differents isolats de HIV-2, a ete utilise. Les 
cellules CEM ont ete infectees en !• absence ou en 
presence d ' inhibiteurs specif iques de la DPPiv tels 
que le tripeptide IPI et 1'anticorps monoclonal 1F7 
(tableau 7). Apres 1 heufe defection, pour permettre 
1' entree des particules de HIV-2, les cellules ont ete 
soumises a un traitement par la trypsine pour elimiiner 
le virus extracellulaire et ont ete cultivees pour 
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tester la production de virus. Le peptide IPi e t 
l'anticorps 1F7 ont conduit a l'obtention d'une 
inhibition superieure a 75 % (78 % et 82% 
respect ivement) de la production de virus alors que les 
controles correspondants (VPL GGG et l'anticorps ALB1) 
ne produisaient pas d'effiet apparent (tableau 7). En 
dehors de 1 • inhibition de la production de virus, les 
cultures de HIV-2 EHO n' ont pas developpe d'effet 
cytopathogene lorsqu ' elles etaient traitees avec ipi ou 
l'anticorps 1F7. 

9 - L' infection par HI V est inhibee de facon specif iq m* 
par le tripeptide IPI 

Des inhibiteurs d • endopeptidases e t 

d ' exopeptidases avec des specif icites variees ont ete 
utilises pour rechercher leur effet sur 1 • infection par 
HIV-l (Tableau 8). ..Des inhibiteurs connus 
d ' endopeptidases ou f/ exopeptidases tels que 
l'aprotinine, la leupeptine, l'antipaine, la pepstatine 
et la bestatine n'avaient pas d'effet sur 1» entree de 
HIV dans les cellules et sur l'activite DPPIV-like. 
Aucun de ces inhibiteurs n'a done produit d' inhibition 
significative, de 1 • infection par HIV. Dans les memes 
conditions experimentales, le tripeptide IPI conduisait 
a 90 % d' inhibition. 

10 - Activite DPPIV a la surface de differents types dg 
cellules 

Des derives du para-nitroanilide (pNA) tels que 
GP-pNA et RP-pNA ont ete utilises pour tester la 
presence potent ielle d'une peptidase DPP IV et d'une 
Arg-peptidase a la surface des lignees cellulaires 
humaines positives pour le recepteur CD4 : CEM, M0LT4 
et U937 (figure 2). L'activite peptidase DPP IV-like a 
ete retrouvee sur chacune des 3 lignees cellulaires 
mats a differents niveaux, les cellules M0LT4 donnant 
lieu a des niveaux plusieurs fois superieurs a ce'ux 
observes avec les cellules CEM et U937. Cette 
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difference est specifigue puisque le niveau de 
l'activite Arg-peptidase etait comparable entre ces 
trois lignees cellulaires. Par consequent les cellules 
MOLT4 pourraient etre plus susceptibles a 1 • infection 
par HIV en accord avec differentes observations 
indiquant un accroissemelnt de l'effet cytopathogene de 

HIV dans des cellules MOLT4 compare a l'effet observe 

dans des cellules CEM et U937. 

On a aussi etudie la variation de l'activite 

enzymatique DPPIV selon qu'eile se manifeste au niveau 

de cellules humaines ou de cellules murines. 

La concentration inhibitrice a 50% (IC 50 ) d'IPi a 

ete mesuree en utilisant des extraits de cellules 

humaines (HeLa) et murines (NIH 3T3) et le GP-pNA comme 

substrat . 

L'activite peptidase DPPlv-like a ete mesuree soit 
a la surface de cellules intactes (5 10 6 ) ou en 
utilisant des extraits cellulaires (25 fil) dans un 
volume total de reaction egal a 0,5 ml dans un tampon 
peptidase contenant 100 mM Hepes pH 7,6, 120 mM NaCl, 5 
mM KC1, 1,2 mM MgS0 A , 8 mM glucose, 1 % BSA et soit 0,5 
mM GP-pNA ou RP-pNA. L ' incubation a ete effectuee a 
37'C pendant 2 a 4 heures et la reaction a ete arretee 
par 1' addition de 1M acetate de sodium pH 4,5 (1 ml). 
Apres centrifugation a. 12000 g pendant 5 min. , la 
production de pNA dans le surnageant a ete mesuree par 
adsorption a 4 05 nm. Pour la preparation des extraits 
cellulaires de facon a suivre l'activite DPPIV, les 
cellules lysees dans un tampon E (75 /xl/10 7 cellules) 
ont ete conservees a 4'C pendant 10 min. avant 
centrifugation a 12000 g pendant 10 min. Le surnageant 
dilue avec un volume de tampon BI a ensuite ete 
centrifuge une fois supplementaire a 12000 g pendant 10 



min , 



et le surnageant a ete conserve a - 80 *C,. Le 
tampon E contient 20 mM Tris HC1 , pH 7.6, 150 mM NaCl, 
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5 mM MgCl 2 , 0,2 mM PMSF, 100 unites/ml aprotinine et 
0.5 % Triton X-100. 

Le tampon BI contient 2 0 mM Tris-HCl, 4 00 NaCl, 50 
mM KC1, 1 mM EDTA , 0.2 mM PMSF, 100 unites/ml 
aprotinine 5 mM 0-mercaptoethanol , 1 % Triton x-100 et 
20 % glycerol. | 

11 ' Le mecanisme d ■ in hibition de 1' entree de HIV p ar- 
ies peptides IPI et KPR est un evenement posteri.nr * 
la liaison. 

Pour determiner le mecanisme par lequel les 
inhibiteurs peptidiques inhibent .1 • entree du virus dans 
les cellules, la liaison de la gpl20 marquee avec i»i a 
des cellules CEM en presence de| differents anticorps 
monoclonaux et de differents inhibiteurs peptidiques a 
ete etudiee (figure 4). L'anticorps monoclonal 0KT4A a 
aboli completement la liaison de la gpl20 marquee avec 
125 I aux cellules CEM, indiquant que la liaison etait 
• specif ique. Au contraire, l'anticorps monoclonal 0KT4 a 
inhibe seulement partiellement la liaison, ce qui etait 
en accord avec 1 'observation de la faible inhibition de 
1- entree de HIV par cet anticorps. L'anticorps 
monoclonal MAb 110/4 specifigue de la boucle V3 et qui 
presentait un titre neutralisant tres fort (Goudsmit et 
al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4478-4482, 1988 ; De 
Jong et al, J. virol. 66, 6777-6780, 1992 ; Chesebro et 
al., J. Virol. 66, 6547-6554, 1992 ; Linsley et al . , J. 
Virol. 62, 3695-3702, 1988) a aboli la liaison ;' ce 
resultat illustre le role critique que la boucle V3 
Doue dans 1 • entree de HIV dans les cellules. Une 
inhibition partielle de la liaison de la gpl20 a ete 
observee avec l'anticorps monoclonal 1F7, suggerant que 
le recepteur CD26 est localise au voisinage de la 
molecule CD4 . Les inhibiteurs peptidiques et KPR 
n'avaient pas d'effet apparent sur la liaison, 
indiquant que leur action inhibitrice de 1' entree du 
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virus dans les cellules est un evenement posterieur a 
la liaison du virus a la cellule, probablement du a 
1 • interaction de la boucle V3 avec un composant de 
surface cellulaire manifestant une activite enzymatique 
DPP IV-like. L'observation que 1 ' entree de HIV etait 
egalement inhibitee par 1 1 1 ' anticorps monoclonal contre 
CD26, a montre que ce composant a la surface de la 
cellule, necessaire a 1' entree du virus, est la 
molecule CD2 6. 

12 * infection de cellules murines avec HIV necessite 
1' expre ssion des molecules CD4 et CD26 humaines. 

Des etudes prealables ont indique que le composant 
supplementaire a la surface des cellules, dont la 
presence est necessaire pour 1« entree de HIV, est comme 
la molecule CD4 , specif ique d» espece. Ainsi 
1' expression de 1 *ADNc de CD4 humain transfecte dans 
des cellules humaines et murines, rend les cellules 
humaines sensibles a 1 ' infection par HIV, au contraire 
des cellules murines transf ectees . Bien que les 
particules de HIV se lient a la fois aux cellules 
humaines et murines exprimant la molecule de CD4 
humaine, 1 "entree du virus a lieu uniquement dans les 
cellules humaines (Maddon et al, Cell, 47, 333-348 
(1986) ; Ashorn, Berger, Moss, j. virol 64, 2149-2156 

(1990) ; Clapham, Blanc, Weiss, Virology 181, 703-715 

(1991) . 

Dans une etude comparative, les invent eurs ont 
montre que 1' activite petpidase DPPIV-like a la surface 
des lignees cellulaires humaines CD4" et murines CD4* 
etait presente. Cependant ces activites petpidases sur 
les cellules murines (telles que NIH 3T3 et L929) 
etaient resistantes a 1 • inhibition par le peptide IPI. 
Dans d'autres etudes utilisant les extraits de cellules 
humaines (HeLa) et murines (NIH 3T3), les inventeurs 
ont demontre que 1 'enzyme murine est signif icativement 
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moins sensible a 1 ' inhibition par le peptide IPI que 
1 'enzyme humaine (tableau 10) . Par exemple, la 
concentration inhibitrice (IC 50 ) de IPI etait au moins 
100 fois superieure pour l'activite DPPlv-like murine 
comparee a l'acitivite DPPIV-like humaine testee sur 
les substrats GP-pNA ou ip-pNA. L'activite d'une autre 
peptidase telle que 1 'arginine-peptidase (Bauvois, 
Sanceau, Wietzerbin, Eur. J. Immunol. 22, 923-930, 
1992) etait a un niveau similaire lorsque 1' enzyme 
etait d'origine humaine ou murine et etait relativement 
insensible a l'activite du peptide IPI . ces resultats 
ont confirme que l'effet inhibiteur du peptide IPI est 
specif ique de l'activite peptidase DPPIV-like d'origine 
humaine. Les differentes valeurs IC 50 obtenues avec le 
peptide IPI, necessaires pour 1 ' inhibition de 
l'activite de la DPP iv de cellules humaines et murines 
a permis de formuler l'hypothese que les differences 
dans la sequence de CD26 entre ces especes etaient 
responsables de 1 • incapacity de HIV a infecter les 
cellules murines exprimant la molecule CD4 humaine. 
L' incapacity du CD26 muriri a servir de corecepteur au 
recepteur CD4 humain a .ete demontree par les 
experiences dont les resultats sont donnes au tableau 
11. Les cellules NIH 3T3 ont ete transferees avec des 
vecteurs plasmidiques exprimant le recepteur CD4 humain 
et le recepteur CD2 6 humain soit individuellement, soit 
ensemble. Les cellules transferees ont ensuite ete 
mises en contact avec HIV-l LAI et la production de 
virus a ete mesuree par infection des cellules CEM. 
Aucune production significative de virus par les 
cellules exprimant le recepteur CD26 humain seul ou le 
recepteur CD4 humain seul n'a ete detectee. Au 
contraire les cellules exprimant a la fois les 
recepteurs CD4 et CD2 6 humains ont produit des virus 
infectieux. L ' addition d ' inhibiteurs de 1- entree de "HIV 
dans les cellules tels que le tripeptide IPI 'et 
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l'heparine (Krust et al, 1993, AIDS Res. Hum 
Retroviruses vol. 9, pp. 1081-1084) pendant la mise en 
contact de HIV avec les cellules transferees exprimant 
a la fois CD4 et CD26 a conduit a une inhibition 
complete de 1 ' inf ection par HIV. L ' action inhibitrice 
de IPI et de l'heparirle illustre la specif icite de 
1' infection virale dans les cellules transf ectees. 
Avant tout ces resultats confirment que CD26 est 
essentiel pour 1 • entree de HIV dans les cellules 
exprimant CD4 . 

En utilisant d'autres inhibiteurs peptidiques 
specif iques et un anticorps monoclonal specif ique (Mab 
1F7) , les inventeurs ont ici clairement demontre le 
role de CD26 dans le mecanisme de 1' entree de HIV dans 
les cellules. Les effets inhibiteurs similaires obtenus 
avec differents inhibiteurs contre des variants non 
apparentes de HIV tels que HIV-1 LAI et HIV-2 EHO 
indiquaient que la necessite de la presence de CD26 est 
un phenomene general pour differents isolats de HIV-l 
et de HIV-2. L ' observation que les inhibiteurs 
peptidiques bloquaient 1' entree de HIV sans affecter la 
liaison de la glycoproteine SU au recepteur CD4, 
suggerait que la molecule CD4 sert uniquement comme un 
site d » attachement efficace du virus sur la surface 
cellulaire qui permet ensuite 1 » interaction entre la 
boucle- V3 et le recepteur CD2 6. La liaison de la 
glycoproteine SU du virion a la molecule CD4 peut 
induire des modifications conformationnelles rendant la 
boucle V3 plus accessible. On a observe que la liaison 
de 1' anticorps monoclonal specif ique de la boucle V3 a 
la glycoproteine de surface de HIV-1 (gpl20) etait 
augmentee par la presence du recepteur soluble CD4 
(McKeating, Cordell, Dean, Balfe, Virology 191 , 
732-742, 1992). On a montre dans la presente invention 
que 1' entree de HIV-1 etait bloquee de fa?on 
significative a la fois par 1' anticorps monoclonal MAb 
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1F7 et les tripeptides IPI/KPR alors que 1- activity 
peptidase DPP iv etait inhibee uniguement par les 
tripeptides en question. L'anticorps MAb 1F7 n-avait 
pas d'effet apparent sur l'activite DPP iv (Tanaka et 
al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 4586-4590, 1993). 
Par ailleurs les memes tripeptides n ' af f ectaient pas la 
liaison, alors que l'anticorps monoclonal MAb 1F7 
exercait un effet d ■ inhibition partielle. ces deux 
types d • inhibiteurs peuvent done interf erer avec le 
processus d' entree de HIV-l dans les cellules, par deux 
mecanismes independants : IPI/KPR inhibent le site 
catalytique implique dans l'activite DPP iv alors que 
l'anticorps MAb 1F7 affecte le site de reconnaissance 
de la gpi20 par le recepteur CD26. 

Materiel et methodP corresponden t aux raDDort4g 
au tableau li " 

Les cellules NIH 3T3 ont ete transfectees avec des 
vecteurs plasmidiques exprimant les recepteurs CD4 et 
CD26, soit independamment, spit ensemble, par la 
technique de coprecipitation au phosphate de calcium. 
Selon cette technique, les cellules NIH 3T3 (1,2 io 6 ) 
ont ete etalees dans des flacons plats de 25 'cm 2 et 
transfectees trois jours plus tard. Le milieu de 
culture (Dulbecco) a ete remplace avec du milieu frais 
et apres une heure, io M g de chaque plasmide (pLXN 
exprimant le recepteur humain CD4 ; pK G5 exprimant le 
recepteur CD26) seul ou melange avec 1 -autre plasmide a 
ete precipite avec les cellules par la technique de 
coprecipitation au phosphate de calcium. Apres 48 
heures, l es cellules transfectees ont ete lavees avec 
le milieu contenant 2mM EDTA suivi par un autre lavage 
avec le milieu de culture. Les cellules ont ensuite ete 
mises en contact avec HIV1 LAI (correspondant a 0,5 ng 
de P 25) pendant 6 heures en 1 • absence ou en presence 
des inhibiteurs de 1 -entree de HIV (IPI, heparine) . Les 
cellules ont d-abord ete lavees dans un milieu 
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contenant 2mM EDTA puis trypsinisees pour eliminer le 
virus extra-cellulaire. Les cellules ont ete ensuite 
-te reetalees dans des flacons plats de 75 cm* avec un 
ilieu de culture frais et incubees a 37 °c pendant 24 
heures. 1 ml de partie pliquote de chaque surnageant a 
ensuite ete utilise pour infecter des cellules OEM (5 
10). La production de HIVl ( p2 5, ELISA) dans les 
cultures de cellules GEM a ete mesuree 7 et 11 jours 
Plus tard dans le surnageant. Le plasmide exprimant CD4 
a ete decrit par Maddon PJ et al (Cell 47:333-348). Le 
plasmide pKG5-CD26 a ete decrit par Fleischer B. et al, 
Cellul Immunol. 146, 249-260, (1993). 

Les resultats presentes ici montrent la necessite 
de la presence de CD26 pour 1- entree de HIV dans les 
cellules et le fait que des cellules produisant HIV 
dans des cultures in vitro sont condamnees a mourir. Le 
complexe SU-TM de 1-enveloppe de HIV joue un role cle 
pour 1 -entree des particules virales dans les cellules 
et lorsqu-il est exprime au niveau de la membrane des 
cellules infectees, il est responsable de 1 • initiation 
du phenomene d'apoptose par interaction avec au moins 
la molecule CD4 . 

L ' implication de CD26 dans 1 -entree virale et dans 
1« infection a pu etre illustree indirectement par 
plusieurs etudes ahterieures. In vitro dans des 
lymphocytes T CD4* frais, 1 -entree virale n- a lieu 
qu-apres activation cellulaire, processus associe a une 
augmentation d- expression de 1-antigene de surface 
CD2 6. Par ailleurs, des observations chez les individus 
infectes par le VIH ont montre in vivo une diminution 
selective des cellules T CD4* exprimant CD26 (De 
Pasquale A. et al Acta Haemat. 81, 19-21 (i 98 9) ; 
Valle-Blazguez M. et al, j. Immunol. 149, 3073-3077 
(1992) ; Vanham G. et al , J. AIDS 6, 749-757 (1993)). 
De telles observations corroborent nos resultfats 
demontrant ainsi, la necessite de CD26 pour 1' entree 
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virale et le fait que les cultures cellulaires 
infectees soient condamnees a mourir. 

Le complexe gpl20/g P 4l de l'enveloppe du vih joue 
un role cle dans 1 -entree .des particules, et lorsque ce 
complexe est exprime a la surface des cellules 
infectees, il est res P| onsable de 1- initiation de 
l'apoptose par 1 ' interaction avec la molecule CD4 
(Terai c. et al, New Concepts in AIDS pathogenesis L. 
Montagnier, ML. Gougeon Eds. 1993, pp. 41-58). Par 
analogie avec le mecanisme d' entree du VIH decrit ici 
et les precedentes observations indiquant que CD26 est 
implique dans la transduction des signaux deactivation 
cellulaire (Haffer D.A. et al 1989, J. Immunol. 142 
2590-2596) CD26 est implique dans le mecanisme 
d- induction de l'apoptose par le complexe gpl20/gp 4 l. 

Le developpement du SIDA chez des individus 
seropositifs pour HIV est correle avec la charge en 
virus dans le sang et dans les tissus lymphoides. Les 
medicaments disponibles actuellement pour traiter le 
SIDA ne permettent pas d'eradiquer le genome de HIV des 
cellules infectees. La demonstration que CD26 est 
requis pour 1' entree virale off re l es moy ens de 
developper de nouveaux inhibiteurs de 1 • infection 
virale. L'inhibition de 1 'entree de HIV-l et HIV-2 par 
les tripeptides IPI e t KPR donne la possibility de 
developper des inhibiteurs^ simples mais specif igues qui 
pourraient bloquer la fonction de CD26 et etre par 
consequent utilises ef fectivement comme agents 
therapeutiques pour les patients atteints de SIDA. 

Construction de liqnees 

Dans une lignee de lymphocytes T de souris 
exprimant CD4 humain (U. Blank et al., Eur . j. lmmunol . 
23, 3057, 1993), les inventeurs ont demontre qu'apres 
transfection des cellules par un plasmide exprimant 
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CD26 humain, HIV-i entre dans ces cellules. L' addition 
de 1'AZT au cours de 1 • infection des cellules T murines 
exprimant CD4 et CD26 humains est bloquee par 1 -A2T. 
Bien que les cellules soient infectees, la production 
de virus est tres faibie a cause des restrictions au 
niveau de la transact iva'tion du LTR de HIV. De plus, le 
fonctionnement des transactivateurs de TAT et REV dans 
ces cellules non humaines a ete decrit etre bloque en 
raison de leur interaction avec certaines proteines qui 
peuvent etre specif iques d'espece. 

En utilisant la lignee des cellules T murines 
exprimant CD4 humain et transferees avec un plasmide 
exprimant CD26 humain, des clones de ces cellules de 
souris exprimant CD4 et CD26 humains ont ete obtenus. A 
cause de la restriction de la replication du HIV dans 
les cellules de souris, les clones ont ete utilises 
dans un test pour evaluer leur capacite a fusionner 
avec des cellules H9 chroniquement infectees par HIV-1 
(H9/HIV-1). ces dernieres cellules exprimant les 
glycoproteines d'enveloppe du virus pourraient etre 
utilisees comme des cellules effectrices pour interagir 
avec des cellules CD4* et initier la fusion des 
membranes cellulaires, formant ainsi des cellules 
multinucleees ou syncytia. La formation de syncytia 
(c'est a dire fusion cellule/cellule) comme 1- entree du 
HIV (c'est a dire, fusion virus/cellule) necessite le 
recepteur CD4 et aussi un autre composant cellulaire de 
surface qui est suggere etre specif ique de l'espece. 

La photo (figure 5) montre plusieurs images de 
co-culture de cellules H9/HIV-1 avec des cellules T 
murines exprimant d'une part CD4 humain et d • autre part 
CD4 et CD26 ensemble apres 24 h de commencement de co- 
culture. Pour faciliter le fusionnement , l'agregation 
des cellules a ete obtemie par 1 -addition de Wheat Germ 
Agglutinin (WGE : 10 /xg/ml) . Sur cette figure 5, ' .'les 
cellules de souris exprimant CD4 , et CD2 6 humains 
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fusionnent avec les cellules H9-HIV en formant des 
syncytia et des ballonements qui son t les deux 
caracteristigues typiques de 1'effet cytopathogene 
observe dans les cellules humaines infectees par le 
virus HIV. La formation de syncytia et de ballonnements 
n'est pas observee dans, les co-cultures avec les 
cellules de souris exprimant seulement CD4 humain. Ces 
observations peuvent etre utilisees comme preuve 
supplemental pour le role de l.'antigene CD26 dans le 
mecanisme de fusionnement initie par 1 • interaction des 
glycoproteines d'enveloppe de HIV avec le recepteur 



CD4. 
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RE VENDI CATIONS 

1. Utilisation pour inhiber 1 'entree de particules 
retrovirales d'un retrovirus humain de type HIV, 
notamment HIV-1 ou Hiv4-p, dans des cellules cibles d'un 
patient infecte par ce retrovirus HIV, d'un compose 
capable de modifier 1 1 interaction entre d'une part, un 
recepteur de type CD2 6 present a la surface de cellules 
d'un patient infecte par ce 'retrovirus et d' autre part, 
les glycoproteines de l'enveloppe de ce retrovirus HIV. 

2. Utilisation d'un compose selon la revendication 1, 
pour inhiber la formation de syncytia chez un patient 
infecte par un retrovirus humain de type HIV. 

3. Utilisation d'un compose selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, pour inhiber 1 • induction de 
l'apoptose cellulaire chez un patient infecte par un 
retrovirus humain de type HIV. 

4. Utilisation selon l'une guelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le compose 
capable de modifier 1 ' interaction entre d'une part, un 
recepteur de type CD26 present a la surface de cellules 
d'un patient infecte par un retrovirus humain de type 
HIV, en particulier de type HIV-1 ou HIV-2 et d' autre 
part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV, modifie 1 ' interaction entre le 
recepteur CD26 et . la sequence peptidique dite "boucle 
V3" de la glycoproteine d'enveloppe externe d'un 
retrovirus HIV. 

5. Utilisation selon 1'une guelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le compose 
capable de modifier 1 * interaction entre le recepteur 
CD26 et les glycoproteines de l'enveloppe du retrovirus 
HIV, a la propriete 

- d' inhiber la reconnaiissance et/ou la liaison' , entre 
les glycoproteines de l'enveloppe et le recepteur CD26, 
et/ou 
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- d'inhiber la capacite du recepteur CD26, a cliver une 
liaison peptidique apres un motif du type X-P dans 
lequel x est pref erentiellement un residu d'un acide 
amine choisi parmi les acides amines Gly, Ala, Lys, 
Arg, Glu et Asp. 

6. Utilisation selon, l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que la 
capacite du compose a modifier 1 ' interaction du 
recepteur CD26 vis-a-vis des glycoproteines de 
l'enveloppe du retrovirus HIV, est determinee par le 
test comprenant les etapes suivantes : 

- la mise en contact d'une part de cellules comportant 
a leur surface le recepteur CD2 6, d' autre part d'une 
quantite egale a la TCID50, d'un retrovirus humain HIV, 
notamment HIV-1 ou HIV-2, ou d'un retrovirus simien 
SIV, 

- 1' incubation des susdites cellules et du retrovirus 
HIV ou siv a 37 -c pendant un temps suffisant pour 
permettre la penetration du retrovirus dans les 
cellules, en presence d'une quantite determinee du 
compose teste, 

- le lavage des cellules pour eliminer les retrovirus 
absorbes sur les cellules, 

- 1 'elimination du virus extracellulaire et la 
quantification du virus intracellulaire, 

- la centrifugation pbur separer les proteines 
retrovirales, par exemple ;; a 1000 g, et recuperation du 
surnageant, 

- la detection des proteines de HIV. 

7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee 
en ce que le test comporte 1 • elimination du virus 
extracellulaire et la quantification du virus 
intracellulaire par : 

- traitement des cellules pour eliminer les retrovirus 
extracellulaires restants, par exemple par digestipn 
controlee ayec de la trypsine, 
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- le cas echeant, la mise en culture de cellules 
pendant deux ou trois jours, 

- preparation des extraits cytoplasmigues par 
traitement des cellules avec un tampon d -extraction, 
par exemple avec un tampon contenant 20 mM Tris-HCl, a 
pH 7,6, 0,15 M NaCl, 's mM MgCl 2/ 0,2 mM PMSF, 100 
unites/ml aprotinine et 0,5 % Triton X-100, 

- et le cas echeant la mesure de la concentration de 
proteine du noyau (core) qu retrovirus HIV ou SIV, 
obtenue dans le surnageant, " par exemple par un test 
ELISA. 

8. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 6 ou 7 , caracterisee en ce gue l'etape 
de mise en contact d'un retrovirus humain HIV, 
notamment HIV-l ou HIV-2, ou d'un retrovirus simien 
SIV, en une guantite egale a la TCID 50 est realisee 
avec des cellules comportant a leur surface, des 
recepteurs CD4 et CD26. 

9. Utilisation selon l'une guelcongue des 
revendications 1 a 8 caracterisee en ce gue le compose 
capable de modifier 1 • interaction entre d'une part, un 
recepteur de type CD26 present a la surface de cellules 
d'un patient infecte par un retrovirus humain de type 
HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et d' autre 
part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV, est un inhibiteur de nature peptidigue 
ou de nature non peptidigue. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee 
en ce gue le compose capable de modifier 1 ' interaction 
entre d'une part, un recepteur de type CD26 present a 
la surface de cellules d'un patient infecte par un 
retrovirus humain de type HIV, en particulier de type 
HIV-l ou HIV-2 et d' autre part, les glycoproteines de 
l'enveloppe de ce retrovirus HIV est capable de 
modifier 1 • interaction entre le recepteur CD26 et; la 
glycoproteine d'enveloppe de surface. 
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11. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications la 10, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1 • interaction entre d'une 
part, un recepteur de type CD26 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particular de type HIV-l ou HIV-2 et 
d 'autre part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV est un anticorps dirige centre le 
recepteur CD26. 

12. Utilisation selon "l'une quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1 ' interaction entre d'une 
part, un recepteur de type CD2 6 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et 
d' autre part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV est un anticorps monoclonal dirige 
contre un epitope du recepteur CD26 comprenant tout ou 
partie de la sequence GWSYG. 

13. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 12, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1 • interaction entre d'une 
part, un recepteur de type CD26 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et 
d' autre part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV est un anticorps monoclonal dirige 
contre un epitope du recepteur CD2 6 tel que le complexe 
anticorps-CD26 forme, neutralise l'activite catalytique 
du recepteur CD26, ou un epitope qui n'affecte pas 
l'activite catalytique. 

14. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications la 10, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1 • interaction entre d'une 
part, un recepteur de type CD26 present a la surface ,de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
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de type HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et 
d 1 autre part, les glycoproteins de I'enveloppe de ce 
retrovirus HIV est un anticorps dirige contre un 
epitope de la boucle V3 d f un retrovirus HIV ou SIV 
contenant le motif Gly-Pro (GP) ou un motif du type GP 
tel qu'un motif Ala-Prbl (AP) , Lys-Pro (KP) , Arg-Pro 
(RP) , Glu-Pro (EP) ou Asp-Pro (DP) . 

15. Utilisation selon l f une quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1 1 interact ion entre d'une 
part, un recepteur de type CD26 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et 
d' autre part, les glycoproteines de I'enveloppe de ce 
retrovirus HIV est le tripeptide IPI ou le tripeptide 
KPR ou un peptide ayant dans sa structure la 
conformation du tripeptide IPI ou du tripeptide KPR et 
portant la fonction inhibitrice du peptide IPI et 
notamment un peptide ou un polypeptide ayant dans sa 
structure un peptide presentant une symetrie au niveau 
de sa sequence d f acides amines, le centre de symetrie 
de cette sequence etant de preference constitue par un 
residu Proline natif ou modifie. 

16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee 
en ce que le compose capable de modifier 1 1 interaction 
entre d'une part, un recepteur de type CD2 6 present a 
la surface de cellules d'un patient infecte par un 
retrovirus humain de type HIV, en particulier de type 
HIV-l ou HIV-2 et d" autre part, les glycoproteines de 
I'enveloppe de ce retrovirus HIV est un peptide ou un 
polypeptide contenant la sequence portant la fonction 
inhibitrice du peptide IPI et presentant eventuellement 
une symetrie au niveau de sa sequence d'acides amines, 
le centre de symetrie de cette sequence etant de 
preference constitue par un residu Proline, led it 
peptide ou polypeptide etant couple a une molecule 
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porteuse ayant la capacite de proteger le peptide 
contre 1' act ion des proteases in vivo . 

17. Utilisation selon l'une quelcongue des 
revendications l a 10, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1 ' interaction entre d'une 
part, un recepteur de type 1 ) CD26 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particulier de type HIV-i ou HIV-2 et 
d' autre part, les glycoproteines. de I'enveloppe de ce 
retrovirus HIV est une forme soluble du recepteur CD26, 
notamment en ce qu'il s'agit du recepteur CD2 6 depourvu 
de sa sequence transmembranaire . 

18. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications l a 10, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1 'interaction entre d'une 
part, un recepteur de type CD26 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et 
d' autre part, les glycoproteines de I'enveloppe de ce 
retrovirus HIV, contient un motif de reconnaissance 
contenu dans un substrat de 1« enzyme DPPIV, ou un motif 
ayant une conformation suf f isamment proche de celle du 
susdit motif de reconnaissance, pour etre reconnue par 
1' enzyme DPPIV et former avec elle un complexe de type 
enzyme-substrat . 

19. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee 
en ce qu'elle comprend a titre de principe actif, un 
compose contenant un motif de reconnaissance choisi 
parmi les motifs GP, RP, kp, EP ou DP, ou parmi les 
motifs GPG, RPG, KPG, EPG ou DPG, les susdits motifs 
etant soit dans le contexte structural de 
1 ' environnement peptidique de la boucle V3 des 
glycoproteines d • enveloppe de HIV ou SIV, soit dans un 
autre contexte. 

20. Utilisation selon la revendication 18 ou 19, 
caracterisee en ce que le motif de reconnaissance est 
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modifie de facon a le preserver in vivo des activites 
peptidases et notamment a prevenir l'activite de 
clivage enzymatique normalement exercee par la DPPIV 
sur ce motif. 

21. Utilisation selon la revendication 20, caracterisee 
en ce que la modification du motif de reconnaissance 
correspond a une modification de la liaison peptidique 
precedant ou suivant le residu Proline de sorte que 
cette liaison est resistante au clivage par la DPPIV. 

22. Utilisation selon * l'une quelconque des 
revendications 18 a 21, caracterisee en ce que le 
compose capable de modifier 1- interaction entre d'une 
part, un recepteur de type CD26 present a la surface de 
cellules d'un patient infecte par un retrovirus humain 
de type HIV, en particulier de type HIV-l ou HIV-2 et 
d- autre part, les glycoproteines de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV, est associe a une structure heterologue 
ou polymerise de facon a favoriser son activite 
d' inhibition ou de prevention de 1- infection par un 
retrovirus HIV ou SIV in vivo . 

23. Utilisation selon la revendication 22, caracterisee 
en ce que le principe actif est inclu au sein d'une 
matrice synthetique de type peptidique, notamment pour 
former une structure de type MAP. 

24. Utilisation selon la revendication 22, caracterisee 
en ce que le compose constituant le principe actif est 
sous forme polymerisee . * 

25.. Utilisation selon la revendication 18, caracterisee 
en ce que le compose constituant le principe actif est 
sous la forme d'une molecule recombinante , par exemple 
sous la forme d'une proteine de fusion avec un antigene 
tel que HBsAg. 

26. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 18 a 25, caracterisee en ce que le 
principe actif est un peptide contenant une sequence 
Choisie parmi GPGRAF, KRPGNK, RPGNK, KRPRQ ou EPGKN. 
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27. Procede pour le criblage in vitro de composes 
capable de modifier 1 1 interaction entre d 1 une part, un 
recepteur de type CD26 present a la surface de cellules 
d'un patient infecte par un retrovirus humain de type 
HIV, en particulier de type HIV-1 ou HIV-2 et d' autre 
part, les glycoprotein^ de l'enveloppe de ce 
retrovirus HIV, caracterise en ce qu'il comprend le 
test comportant les etapes suivantes : 

- la mise en contact d'une part de cellules comportant 
a leur surface le recepteur CD2 6, d' autre part d'une 
quantite egale a la TCID50, d'un retrovirus humain HIV, 
notamment HIV-1 ou HIV-2, ou d'un retrovirus simien 
SIV, 

- I 1 incubation des susdites cellules et du retrovirus 
HIV ou SIV a 37 *c pendant un temps suffisant pour 
permettre la penetration du retrovirus dans les 
cellules, en presence d'une quantite determinee du 
compose teste, 

- le lavage des cellules pour eliminer les retrovirus 
absorbes sur les cellules, 

- 1 'elimination du virus extracellulaire et la 
quantification du virus intracellulaire, 

la centrifugation pour separer les proteines 
retrovirales, par exemple a 1000 g, et recuperation du 
surnageant , 

- la detection des proteines de HIV. 

28. - Procede selon la revendication 27, caracterise en 
ce . que 1'etape de mise en contact d'un retrovirus 
humain HIV, notamment HIV-1 ou HIV-2, ou d'un 
retrovirus simien SIV, en une quantite egale a la TCID 
50, est realisee avec des cellules comportant a leur 
surface, des recepteurs CD4 et CD2 6. 

29. Procede pour le criblage in vitro de composes 
capable de modifier l'activite catalytigue d'un 
recepteur de type CD26 present a la surface de cellules' 
d'un patient infecte par un retrovirus humain de type 
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HIV, en particulier de type HIV-1 ou HIV-2 vis a vis de 
les glycoproteins de I'enveloppe de ce retrovirus HIV, 
caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes ; 

- la mise en contact de cellules portant le recepteur 
CD26 a leur surface, par exemple des cellules CEM, 
avec un retrovirus huUain HIV-1 ou HIV-2, ou un 
retrovirus simien SIV, avec une quantite determinee 
d'un compose teste dont on a prealablement verifie la 
capacite a cliver un motif X^P dans une sequence X- 
Pro-p-nitroanilide dans laquelle X est un residu d'un 
acide amine choisi pref erentiellement parmi les acides 
amines Gly, Ala, Lys, Arg, Glu et Asp, ou un compose 
ayant une fonction similaire 

- 1' incubation des cellules a 37 °C pendant un temps 
suffisant et dans des conditions permettant la reaction 
catalytique entre le recepteur CD2 6 et la glycoproteine 
d'enveloppe de surface du retrovirus HIV ou SIV, 

- la centrifugation des cellules, 

- la determination de la presence et la cas echeant de 
la concentration en proteine du retrovirus HIV ou SIV, 
obtenue dans le surnageant, par exemple par un test 
ELISA. 

30. Compose susceptible ! d ' inhiber in vivo 1 ' infection 
par un retrovirus humain HIV, notamment un retrovirus 
de type HIV-1 ou HIV-2, caracterise en ce qu'il s"agit 
d'un compose capable de modifier ou d ' inhiber 
1 ' interaction entre d'une part, un recepteur du type 
CD26 present a la surface de cellules d'un patient 
infecte par un retrovirus HIV et d' autre part, les 
glycoproteines de I'enveloppe de HIV, ledit compose 
etant 

- soit un anticorps monoclonal dirige contre un epitope 
comprenant tout ou partie de la sequence GWSYG 

- soit un anticorps dirige contre un epitope de la 
boucle V3 et/ou d'autres domaines des glycoproteines 
d'enveloppe d'un retrovirus HIV ou SIV contenant le 
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motif Gly-Pro-Gly (GPG) ou Ile-Pro-Ile (IPi) ou un 
motif du type GP tel qu ' un motif Ala-Pro (AP), Lys-Pro 
(KP), Arg-Pro (RP) , Glu-Pro (EP) ou Asp-Pro (DP), 

- soit un peptide ayant dans sa structure la 
conformation du tripeptide IPI et notamment un peptide 
presentant une symetrid , au niveau de sa sequence 
d'acides amines, le centre de symetrie de cette 
sequence etant de preference constitue par un residu 
Proline natif ou modifie, 

- soit un compose contenant uri motif de reconnaissance 
contenu dans un substrat de 1- enzyme DPPIV, ou un motif 
ayant une conformation suffisamment proche de celle du 
susdit motif de reconnaissance, pour etre reconnue par 
1- enzyme DPPIV et former avec elle un complexe de type 
enzyme-substrat . 

31. Compose selon la revendication 30, caracterise en 
ce qu'il est couple a une molecule porteuse ayant la 
capacite de l e proteger contre 1 'action des proteases -- 
in vivo . 

32. Utilisation de l'anticorps monoclonal 1F7 pour 
modifier 1 • interaction entre d-une part, un recepteur 
du type CD26 present a la surface de cellules d'un 
patient infecte par un retrovirus humain HIV, en 
particulier du type Hiv-i ou HIV-2, et d- autre part les 
glycoproteines d'enveloppe de ce retrovirus. 

33. Utilisation de peptides de type IPi ou de molecules 
ayant la meme fonction inhibit:rice vis a vis de HIV ou 
SIV, de nature peptidique ou non peptidique, pour 
modifier 1 • interaction entre a 'une part, un recepteur 
du type CD26 present a la surface de cellules d'un 
patient infecte par un retrovirus humain HIV, en 
particulier du type HIV-l ou HIV-2, et d • autre part les 
glycoproteines d'enveloppe de ce retrovirus. 

34. Composition comprenant un anticorps anti-CD4 et un 
inhibiteur du recepteur CD26 selon l'une quelconque des 
revendications 3 0 ou 31. 
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35. Compose selon la revendication 30, caracterise en 
ce que le motif de reconnaissance repond a la 
definition donnee dans l'une quelconque des 
revendications 19 a 26. 

36. Compose selon l'une quelconque des revendications 
30 ou 35, caracterise en ce qu'il est soit associe a 
une structure heterologue par exemple pour former une 
structure de type MAP ou une proteine recombinante, 
soit polymerise. 

37. cellule recombinante, caracterisee en ce qu'elle 
est capable d'exprimer conjointement les recepteurs CD4 
et CD26 humains. 

38. cellule recombinante selon la revendication 37, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule 
eucaryote, notamment d'une cellule humaine, par exemple 
une cellule HeLa ou d'une cellule murine, par exemple 
une cellule NIH 3T3. 

39. Animal transgenique caracterise en ce que ses 
cellules somatiques et/ou ses cellules germinales 
comprennent une sequence codant pour le recepteur CD4 
humain et une sequence codant pour le recepteur CD26 
humain, dans des conditions permettant 1 'expression 
conjointe de ces deux recepteurs. 

40. Animal selon la revendication 39 tel qu'obtenu par 
introduction dans les cellules de 1 • animal a un stade 
du developpement precoce embryonnaire, par exemple ne 
depassant pas 8 cellules, d'une sequence codant pour le 
recepteur CD4 humain et d'une sequence codant pour le 
recepteur CD2 6 humain, dans des conditions permettant 
1' expression conjointe de ces deux recepteurs. 

41. Animal transgenique caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un descendant d'un animal transgenique selon la 
revendication 3 9 ou la revendication 40. 

42. Animal transgenique selon l'une quelconque, des 
revendications 3 9 a 41, caracterise en ce qu'il s'agit 
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d'un mammifere, par exemple d'un rongeur par exemple 
une souris ou d'un singe. 

43. Procede pour l'obtention d'un animal transgenique 
comprenant dans ses cellules somatiques et/ou dans ses 
cellules germinales une sequence codant pour le 
recepteur CD4 humain et '| une sequence codant pour le 
recepteur CD2 6 humain, dans des conditions permettant 
l 1 expression conjointe de ces deux recepteurs 
comprenant les etapes de : 

- 1 1 introduction d'une sequence codant pour le 
recepteur CD4 humain, par exemple une sequence 
genomique ou une sequence d • ADNc, dans les cellules de 
1* animal, a un stade precoce du developpement 
embryonnaire, par exemple ne depassant pas 8 cellules, 

- 1 1 introduction dans un autre animal de la meme 
espece, d'une sequence codant pour le recepteur CD26 
humain, par exemple une sequence genomique ou une 
sequence d'ADNc, ladite sequence etant introduite dans 
les cellules de 1' animal, a un stade precoce du 
developpement embryonnaire , par exemple ne depassant 
pas 8 cellules, 

le croisement des animaux resultant du 
developpement des embryons ainsi modifies, dans des 
conditions permettant l'obtention d'un animal 
transgenique exprimant conjointement dans ses cellules 
somatiques et/ou dans ses cellules germinales, les 
recepteurs humains CD4 et CD26. 

44. Vaccin pour la protection contre une infection par 
un retrovirus HIV ou SIV, caracterise en ce qu'il 
comprend le principe actif tel que defini dans l'une 
guelconque des revendications 1 a 26 ou le compose 
selon la revendication 30, dans des conditions 
permettant la production d'anticorps neutralisants 
contre 1' infection par HIV ou SIV. 
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